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Resumen del trabajo  
 
El  desarrollo  reciente  de  las  técnicas  monomoleculares  ha  proporcionado  una  herramienta 
versátil  para  la  manipulación  de  moléculas  individuales  de  proteína,  lo  que  ha  permitido 
abordar  cuestiones  biológicas  importantes  en  áreas  clave  de  la  biología  celular  (como  la 
adhesión y la señalización celulares o la neurodegeneración) y de la ciencia de proteínas (como 
el plegamiento,  la estructura y estabilidad de proteínas,  la catálisis, el estudio evolutivo de  las 
proteínas  o  el  polimorfismo  conformacional  y  su  relación  con  la  amiloidogénesis 
/neurodegeneración).  Una  de  estas  técnicas,  la  espectroscopía  de  fuerzas  de  molécula 
individual basada en la microscopía de fuerzas atómicas (de sus siglas inglesas, AFM‐SMFS), en 
combinación  con  ingeniería  de  proteínas  y  aproximaciones  teórico/computacionales,  ha 
permitido un avance sin precedentes en la caracterización y comprensión a nivel molecular de 
las  propiedades mecánicas  de  biomoléculas  en  general  y  de  proteínas  en  particular.  De  esta 
forma  ha  emergido  un  campo  nuevo  de  investigación,  emocionante  y  de  rápido  crecimiento 
denominado  “nanomecánica  de  proteínas”.  Este  campo  trata  de  estudiar  la  respuesta  de  las 
proteínas  a  la  aplicación  de  una  fuerza  externa  (un  agente  fisiológico  desnaturalizante  en  la 
célula para diversas proteínas), que genera un estiramiento  (típicamente axial) de  la molécula 
bajo  estudio.  La  capacidad  de  una  proteína  para  resistir  fuerza  está  relacionada  con  su 
estabilidad  mecánica  y  esto,  a  su  vez,  se  encuentra  estrechamente  relacionado  con  su 
conformación.  Las  proteínas  desempeñan  un  papel  fundamental  en  la  célula  en  muchos 
procesos  guiados mecánicamente  y,  por  esta  razón,  cualquier  interrupción o  alteración de  su 
comportamiento mecánico podría afectar a la función celular normal. Como resultado, podrían 
producirse  anormalidades  en  mecano‐respuestas  celulares  que  desembocasen  en  diversas 
enfermedades de claro origen mecánico como pérdida de audición, trastornos cardiovasculares, 
distrofia  muscular,  osteoporosis,  o  cáncer,  y  otras  de  posible  origen  mecánico  como  las 
enfermedades  conformacionales,  tales  como  los  trastornos  neurodegenerativos.  Las 
enfermedades  neurodegenerativas  amiloidogénicas  son  trastornos  incurables  de  alto  impacto 
social  en  los  que  se  encuentran  implicadas  proteínas  específicas  que  generalmente  no 
presentan  un  plegamiento  tridimensional  definido.  Sin  embargo,  el  mecanismo  molecular 
subyacente  a  estas  enfermedades  sigue  siendo  una  incógnita  que  se  ha  resistido  a  las 
aproximaciones tradicionales establecidas. Aunque su causa primaria es desconocida, una de las 
hipótesis  más  aceptadas  postula  que  un  cambio  conformacional  crítico  en  estas  "proteínas 
neurotóxicas" desencadena la cascada patogénica, a través de un mecanismo común para todas 
ellas  en  el  que  está  implicada  la  formación  de  una  estructura  rica  en  estructura  β,  que 
finalmente  resulta  en  una  “ganancia  de  función  tóxica”.  En  esta  tesis,  se  aborda  el  análisis 
nanomecánico  mediante  AFM‐SMFS  de  varias  proteínas  relacionadas  causalmente  con  las 
enfermedades  neurodegenerativas  humanas  más  representativas.  Este  análisis  se  apoya  en 
técnicas estructurales, de imagen e ingeniería de proteínas para en conjunto para llevar a cabo 
la identificación y análisis inequívoco de moléculas individuales mediante SMFS. Los resultados 
destacan  la  importancia  de  las  propiedades  mecánicas  de  las  proteínas  implicadas  en  estas 
enfermedades  y  revelan  un  rico  polimorfismo  conformacional  en  el  monómero  de  todas  las 
proteínas  neurotóxicas  representativas  estudiadas  que  comprende  desde  abundantes 
confórmeros  con  estabilidad  mecánica  muy  baja  a  eventos  hiper‐mecanoestables  poco 
frecuentes. Además, dicho polimorfismo conformacional correlaciona muy bien con el proceso 
de  amiloidogénesis  y  neurotoxicidad:  desaparece  en  un  mutante  incapaz  de 
oligomerizar/fibrilar,  resulta  favorecido  por  formas  familiares  de  enfermedades 
neurodegenerativas, y es reducido por un inhibidor (sorprendentemente promiscuo) del cambio 
conformacional crítico en el monómero, neurotoxicidad y neurodegeneración. El polimorfismo 
conformacional,  junto  con  la  capacidad  que  posee  este  putativo  agente  farmacológico  para 
disminuir la heterogeneidad conformacional, revela características moleculares comunes a nivel 
de  monómero  para  diversas  proteínas  neurotóxicas.  Se  postula  que  confórmeros 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questions  in key areas of protein science  (e.g., protein  folding, protein structure and stability, 
catalysis,  protein  evolution,  conformational  polymorphism  and  amyloidogenesis)  and  cell 
biology (e.g., cell adhesion and signalling, neurodegeneration). One of these techniques, single‐
molecule  force  spectroscopy  based  on  atomic  force microscopy  (AFM‐SMFS),  combined  with 
theoretical and computational approaches and protein engineering, has allowed unprecedented 
progress  in characterizing and understanding at the molecular  level  the mechanical properties 
of biomolecules and, in particular, those of proteins. This is one of the main pillars of the new, 
exciting  and  fast‐growing  research  field of  “protein  nanomechanics”, which  aims  to  study  the 
response of proteins to the application of an external force (a physiological denaturing agent for 
proteins  in  the  cell), which generates a  typically axial  stretching of  the molecule under  study. 
The ability of a protein to withstand force is related to its mechanical stability, which is strictly 
linked to  its structural conformation. Proteins play a pivotal  role  in many mechanically guided 
processes  so  that any deregulation  that  interrupts or alters  their mechanical properties  could 
jeopardize the normal cellular function. This could potentially bring about diverse diseases that 
have a mechanical origin or present abnormalities in cellular mechanoresponses such as loss of 
hearing,  cardiovascular disorders, muscular dystrophy,  osteoporosis  and  cancer.  Furthermore, 
the  mechanical  stability  of  certain  proteins  has  been  recently  related  with  conformational 
diseases  such as neurodegenerative disorders. Amyloidogenic neurodegenerative diseases are 
incurable  conditions  with  high  social  impact  that  are  caused  by  specific,  usually  largely 
disordered  proteins.  However,  the  underlying  molecular  mechanism  remains  elusive  to 
established  techniques.  Although  their  primary  cause  is  unknown,  a  favoured  hypothesis 
postulates that a critical conformational change in the monomer of these “neurotoxic proteins” 
results in a toxic gain‐of‐function that triggers the pathogenic cascade through a rather common 
mechanism  that  involves  the  formation  of  β‐sheet  structure.  In  this  thesis,  I  present  a 
nanomechanical analysis by AFM‐SMFS of  several proteins  related  to  the most  representative 
human  neurodegenerative  diseases.  This  analysis  is  not  only  supported with  established  bulk 
structural  and  imaging  techniques,  but  also  protein  engineering  so  as  to  be  able  to 
unequivocally  measure  single‐molecule  events.  Our  results  reveal  the  importance  of  the 
mechanical properties of the proteins related to neurodegenerative diseases by displaying a rich 
conformational  polymorphism  in  the monomer  ranging  from  abundant  hipo‐mechanostability 
to rare hyper‐mechanostability events. Furthermore, this polymorphism strongly correlates with 
amyloidogenesis and neurotoxicity: it is absent in a fibrillization‐incompetent mutant, favoured 
by  familial‐disease  mutations  and  diminished  by  a  surprisingly  promiscuous  inhibitor  of  the 
critical monomeric β‐conformational change, neurotoxicity and neurodegeneration. Our results 
highlight  the  importance  of  single‐molecule  techniques  to  study  neurodegeneration.  The 




which  suggests  a  common  pathway  to  diagnose,  prevent,  halt  or  reverse  different 
neurodegenerative diseases by a single pharmacological agent. 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1. Introducción  
 
Linus Pauling estableció  la existencia de un estado,  termodinámicamente estable,  con 
estructura helicoidal para ciertos tipos de proteínas en base a predicciones teóricas basadas en 
la  extensión  de  argumentos  de  minimización  energética  de  sistemas  cristalinos  al  caso  de 
macromoléculas biológicas (Pauling et al. 1951), lo que representó la primera conexión entre los 
campos  de  la  biología  molecular  y  la  física.  La  confirmación  experimental  de  este  hecho, 
observada primero por James Watson y Francis Crick para la molécula del DNA (Watson y Crick 
1953)  y  posteriormente  por  John  Kendrew  para  la  molécula  de  mioglobina  (Kendrew  1958), 
establece  por  primera  vez  la  relación  existente  entre  estructura  y  función.  Un  ejemplo  bien 
conocido  de  esta  relación  es  el  problema  del  plegamiento  proteico,  que  se  refiere  a  la 
elucidación de los mecanismos a través de los cuales una proteína adquiere una conformación 





El  plegamiento  proteico,  considerado  como  una  segunda  “traducción”  del  mensaje 
genético, completa  la  información transferida del DNA al producto final,  la proteína activa. En 
otras  palabras,  para  entender  completamente  el  denominado  dogma  central  de  la  biología 






y  el  grupo  carbonilo)  de  todas  las  proteínas  tiene  la misma  composición?  En  otras  palabras, 
¿cómo dictan  las cadenas  laterales de  los aminoácidos el plegamiento? ¿Cómo encuentra una 




El  plegamiento  proteico  es  un  campo  de  investigación  extremadamente  activo  que 
involucra  los campos de  la biología,  la química,  la bioquímica,  la bioinformática y  la  física. Los 
principios  fundamentales  tienen  aplicaciones  prácticas  en  los  recientes  avances  de  la 






El  importante  logro  de  Christian  Anfinsen  y  su  grupo  al  replegar  la  ribonucleasa  A, 
reducida y desnaturalizada,  recobrando el enzima plenamente activo marcó el  inicio de  la era 
moderna en el estudio del plegamiento proteico. A partir de  sus  resultados, el autor  concluía 
que “la estructura tridimensional de una proteína en su medio fisiológico normal (disolvente, pH, 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fuerza  iónica,  presencia  de  otros  componentes  como  iones  metálicos  o  grupos  prostéticos, 
temperatura  y  otros  factores)  es  aquella  en  la  cual  la  energía  libre  de  Gibbs  del  sistema 
completo  es menor;  esto  es,  la  conformación  nativa  está  determinada  por  la  totalidad  de  las 










Así  pues,  si  se  toma  como  ejemplo  una  cadena  polipeptídica  de  101  residuos  de 
aminoácidos,  y  si  se  asumen  tan  sólo  tres  posibles  conformaciones  por  residuo,  existen  3100 
(5∙1047) posibles conformaciones para  la cadena completa. Si  se asume que el  tiempo mínimo 
que  necesita  una  conformación  para  transformarse  en  otra  es  de  10‐13  segundos,  el  tiempo 
necesario  para  la  búsqueda  de  la  estructura  de  menor  energía  sería  1,6∙1027años.  Una  cifra 
completamente  irreal  en  un  contexto  biológico  donde  el  tiempo  de  plegamiento  para  una 














1.1.1.2.            Existencia    de 
intermediarios  en  la  ruta  de  1.1.1.2 
 
Figura  1‐1.  Paisaje  energético  para  el  plegamiento 
proteico  según  la hipótesis del  control  termodinámico. 
Según  esta  hipótesis,  cada  residuo  se  pliega 
independientemente el uno del otro, lo que haría que el 
tiempo  total  de  plegamiento  de  una  proteína  fuera 
incluso  mayor  que  la  edad  de  nuestro  universo.  Esta 
imagen muestra  lo  difícil  que  sería  encontrar  el  camino 
correcto  de  plegamiento  entre  los  millones  de 
conformaciones  incorrectas  sin  ningún  tipo  de 
cooperatividad.  La  cooperatividad  en  proteínas  supera 
este  problema,  ya  que  cada  paso  correcto  en  el 
plegamiento  coordina  los  pasos  siguientes.  Figura 
obtenida  de  la  página  web  del  Profesor  Ken  Dill  de  la 
Universidad de California. 
 
Figura  1‐2.  Controversia  entre  la  hipótesis 
termodinámica  vs.  cinética.  Se  muestran  tres 
estados energéticos donde N es la forma nativa, que 
representa el mínimo global de energía, y A y B son 
formas  parcialmente  plegadas  (intermediarios)  que 
representan  mínimos  locales  de  la  energía  libre  de 
Gibbs.  El  estado  B  se  halla  más  cercano  a  N 
energéticamente  (termodinámicamente,  por  tanto), 
mientras  que  el  estado  A  se  halla  más  cercano 
cinéticamente a N (la barrera energética a superar es 
menor), de ahí el origen de la controversia. 
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1.1.1.2     Existencia de intermediarios en la ruta de plegamiento plegamiento 
 
Durante  mucho  tiempo  se  consideró  que  la  transición  entre  proteína  plegada  y 
desplegada bajo condiciones  fisiológicas era un proceso de dos estados en el que  tan sólo se 
hallarían  representados de manera significativa  la especie nativa y  la especie desnaturalizada. 
Sin  embargo,  gracias  a  los  estudios  cinéticos  que  se  realizaron  con  el  objeto  de  explicar  la 
paradoja  de  Levinthal  se  demostró  la  existencia  de  intermediarios  de  plegamiento,  que 
corresponderían a mínimos locales de la energía libre de Gibbs, de ahí su relativa estabilidad. 
Una  observación  más  detallada  mostró  que  no  todos  los  intermediarios  poseían  la 




Si  bien  los  intermediarios  off‐pathway  no  nos  aportan  información  sobre  la  ruta  de 







Para  explicar  la  paradoja  de  Levinthal  se  han  propuesto  diferentes  modelos  de 
plegamiento  basados  tanto  en  observaciones  experimentales  (Kim  y  Baldwin  1990)  como  en 
consideraciones teóricas (Karplus y Sali 1995). Aquí citamos los más representativos: 
1.  Modelo  de  nucleación‐propagación.  En  este  modelo  se  forman  uno  o  más  núcleos 
estructurales,  alrededor  de  los  cuales  crece  (“se  propaga”)  la  estructura.  Alan  Fersht  refinó 
dicho modelo añadiendo  la  idea de  la  formación de un núcleo  inicial débil que es estabilizado 
por interacciones de largo alcance (Fersht 1997). 
2.  Modelo  de  armazón  (framework).  Tras  el  primer  suceso  (nucleación),  se  forman  las 
estructuras secundarias que a su vez se asociarán para formar estructuras suprasecundarias, y a 
partir de aquí los dominios y eventualmente el monómero activo.  
3.  Modelo  de  difusión‐colisión.  Desarrollado  en  1976  por  Martin  Karplus  y  David  Weaver 
quienes  lo  actualizaron  en  1994  a  la  luz  de  datos  experimentales  más  recientes  (Karplus  y 
Weaver 1994). En este modelo, la nucleación sucede simultáneamente en partes diferentes de 
la cadena polipeptídica generando microestructuras. 
4. Modelo  del  colapso  hidrofóbico.  Postula  que  el  primer  evento  consiste  en  un  colapso  a 
través de interacciones hidrofóbicas de largo alcance (Dill 1985). La idea se originó a partir del 
trabajo de Walter Kauzmann, donde el efecto hidrofóbico es considerado como la fuerza líder 
en el plegamiento y  la estabilización proteica  (Kauzmann 1959). Una de  las  aportaciones más 
interesantes de este modelo fue el concepto de glóbulo fundido  (molten globule, Fig. 1‐3), un 
intermediario temprano que aparece en  los primeros estadios del plegamiento proteico y que 
se  caracteriza  por  tener  un  elevado  grado  de  estructura  secundaria.  Tras  su  formación  se 
llevaría a cabo una reordenación de un número pequeño de estados condensados.  




compacta  que  un  glóbulo  fundido,  presenta  un  contenido menor  de  estructura  secundaria,  y 
muestra  regiones  hidrofóbicas  accesibles  al  solvente.  Mei‐Fen  Jeng  y  Walter  Englander  lo 
llamaron pre‐glóbulo fundido (pre‐molten globule, (Jeng y Englander 1991)).  
Si  se  consideran  genéricamente  los  modelos  clásicos  se  concluye  que  los  primeros 
sucesos del plegamiento proteico consisten en un colapso hidrofóbico acompañado (o no) de la 
formación  de  estructuras  secundarias.  Los  sucesos  intermedios  en  escala  de  tiempo  (como 
aparición de sitios de unión a sustratos/ligandos) suceden después de la formación del glóbulo 
fundido  y  antes  de  la  etapa  limitante  del  proceso  de  plegamiento  que  genera  la  estructura 
nativa/funcional.  En  los  pasos  finales,  la  proteína  adquiere  su  conformación  nativa  con  la 
emergencia de sus propiedades funcionales. Estos sucesos finales corresponden a la ordenación 
precisa  de  los  elementos  de  estructura  secundaria,  el  correcto  empaquetamiento  del  núcleo 







explicar  el  plegamiento  proteico.  Recientemente  se  ha  propuesto  un  modelo  unificado  de 
plegamiento  proteico  denominado  nueva  visión  (new  view).  Dicho  modelo,  ilustrado  por  el 
concepto  “embudo  de  plegamiento”  presentado  por  Peter  Wolynes  y  colaboradores 
(Bryngelson  et  al.  1995),  se  presenta  en  términos  de  energía  de  plegamiento  y  describe  el 
comportamiento  termodinámico y cinético de  la  transformación de un conjunto de moléculas 
desplegadas  a  un  estado  predominantemente  nativo  (Fig.  1‐4).  Los  autores  sugieren  la 
existencia de  rutas de plegamiento paralelas,  donde  la  tasa de plegamiento  se  ve  ralentizada 
Figura  1‐3.  Representación 
esquemática  bidimensional  de 
la  energía  en  la  ruta  de 
plegamiento.  La  anchura  del 
embudo representa  la entropía 
conformacional  mientras  que 
su  profundidad  representa  la 
energía  libre.  Q  es  otra 
coordenada  de  reacción  usada 
para  describir  el  proceso  de 
plegamiento  que  representa  la 
fracción  de  contactos  nativos 
para  cada  estado  energético. 
Figura  adaptada  de Onuchic  et 
al. 1996. 
 
     16 
por  huecos  que  corresponden  a  mínimos  energéticos  locales  donde  se  encuentran 
intermediarios estables. La metáfora del “paisaje energético” provee un marco conceptual para 
entender las dos cinéticas de plegamiento, dos estados (Fig. 1‐4a) y multiestado (Fig. 1‐4b), así 
como  el  mal  plegamiento  y  agregación  proteica  (Dill  y  Chan  1997).  Diversos  resultados 
experimentales  apoyan  esta  teoría  y  demuestran  que  la  cadena  polipeptídica,  inicialmente 






de conformaciones posibles  (entropía conformacional).  Finalmente,  se consigue un único estado nativo 





local)  o,  alternativamente,  puede  descender  hasta  el  estado  nativo  a  través  de  una  estrecha  ruta.  4 
representa una conformación inaccesible. 5; glóbulo fundido. 6 y 7; proteínas erróneamente plegadas. In 
vivo, chaperonas moleculares pueden actuar suavizando superficies rugosas, previniendo (o rescatando) 




los  datos,  estableciendo  una  conexión  más  cercana  con  la  teoría  y  una  mejor  comprensión 













ideal  (a)  o  un  paisaje 
energético  de  plegamiento 
rugoso  (b),  con  trampas 
cinéticas  (c).  a)  Ejemplo 
característico  para  proteínas 
con  cinéticas  de  plegamiento 
ultra‐rápido.  La  cadena 
polipeptídica  desplegada  se 
encuentra  en  la  parte  superior 
del  embudo  que  representa  el 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1.2.     Proteínas Intrínsecamente Desordenadas (IDPs) 
 
Hoy  día  se  sabe  que  una  fracción  significativa  de  los  genomas,  particularmente 
eucariotas,  codifica  proteínas  con  regiones  que  carecen  de  estructura  terciaria  definida  bajo 
condiciones  fisiológicas  (Dunker,  Brown  et  al.  2002).  Este  grupo  de  proteínas  se  denomina 
proteínas intrínsecamente desordenadas  (IDPs, del  inglés  Intrinsically Disordered Proteins). En 




















una  estructura  ordenada  al  interaccionar  con  ligandos  específicos,  siempre  que  la  formación  de  tales 
complejos  suponga una disminución en energía  libre  (1‐3). A diferencia de  las proteínas globulares,  las 
IDPs no  requieren un desplegamiento previo para  generar  interacciones  intermoleculares  y  en  algunos 
casos  pueden  conducir  a  agregación  amiloide.  Esto  requiere  condiciones  especiales  que  promuevan  la 
formación de conformaciones amiloidogénicas, estructuralmente ordenadas. Además de fibras amiloides, 






desordenadas  en  toda  su  longitud  (a  menudo  llamadas  NUPs,  del  inglés  Nativelly  Unfolded 
Proteins)  y  aquellas  que  tienen  extensas  (>30‐40  residuos)  regiones  desordenadas  dentro  de 
una proteína plegada. Las NUPs, a su vez, pueden subdividirse en dos grupos; las que no tienen 
elementos de estructura  secundaria  y  aquellas  con estructura  secundaria  como ocurre  en  los 
glóbulos  fundidos  (Uversky  2002).  Aunque  las  NUPs  pueden  presentar  propiedades  biofísicas 
consistentes  con  una  molécula  totalmente  desplegada,  estudios  de  resonancia  magnética 
nuclear  (NMR)  han  demostrado  que  regiones  desordenadas muestran  una  alta  propensión  a 
formar estructuras residuales, que puede resultar crucial para la interacción con su(s) ligando(s) 
(Bussell y Eliezer 2001). 




Desde  el  descubrimiento  de  las  IDPs,  ha  aumentado  la  estimación  de  la  fracción  de 
proteínas  o  dominios  proteicos  en  los  que  el  estado  funcional  es  desestructurado,  parcial‐  o 
totalmente,  sin  interacciones  de  largo  alcance  que  mantengan  una  estructura  definida.  Las 
regiones desordenadas se componen como un conjunto de conformaciones con ángulos diedros 
Φ y Ψ de Ramachandran dinámicos a lo largo del esqueleto polipeptídico, en lugar de adoptar 
valores  restringidos  (Dunker  et  al.  2002).  Desde  entonces,  un  cambio  substancial  se  ha 
producido  en  el  paradigma  tradicional  del  plegamiento  proteico.  Una  visión  alternativa  al 
paradigma  clásico  es  la  “trinidad  proteica”  (protein  trinity,  Dunker  et  al.  2001),  donde  la 





 Predicciones  computacionales  basadas  en  el  estudio  de  29  genomas  de  eubacterias, 
arqueas y eucariotas, han mostrado que el 33,0% de las proteínas eucariotas contienen regiones 
desordenadas de longitud mayor de 30 residuos consecutivos, fracción que es muy superior a la 
encontrada  en  eubacterias  (4,2%)  o  arqueas  (2,0%)  (Fig.  1‐7).  Un  análisis  del  genoma  de 
Saccharomyces  cerevisiae mediante ontología de genes muestra que muchas de  las  funciones 
asociadas  con  regiones  desordenadas  son  específicas  de  eucariotas,  como  es  el  caso  de 
organización  y  biogénesis  del  citoesqueleto  (Ward  et  al.  2004).  Estos  resultados  teóricos  son 









Figura  1‐7.  Proporción  y 
fucionalidad  de  IDPs  en  el 
proteoma  eucariota.  Segmentos 
desordenados  putativos  se 
encuentran  en  el  2,0%,  4,2%  y  




Las  IDPs  llevan  a  cabo  funciones 
críticas  para  la  célula  y  se  han 
encontrado  también  asociadas  a 
enfermedades conformacionales. 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La fracción de proteoma que incluye todas las IDPs, “unfoldoma”, es una parte crítica ya 
que  provee  funciones  biológicas  esenciales  (Dunker  et  al.  2000)  que  complementan  las 
funciones que realizan proteínas ordenadas, incluyendo funciones relacionadas con procesos de 
endocitosis,  unión  a  ácidos  nucleicos  (Ward et  al.  2004)  o  un  papel  crítico  en  la  señalización 
celular eucariótica (Uversky et al. 2005) (Fig. 1‐7). El análisis genómico indica que la proporción 
de genoma que codifica para IDPs aumenta con la complejidad de los organismos (Dunker et al. 
2000;  Tompa  2003).  Asimismo,  el  análisis  de  126  secuencias  desordenadas  muestra  el 
predominio de repeticiones en tándem de  IDPs respecto al  resto de proteínas,  reflejando una 
fuerte actividad evolutiva (Tompa 2003). 









encontrado  asociadas  a  varias enfermedades  conformacionales  humanas,  tales  como  cáncer, 
diabetes,  enfermedades  cardiovasculares  y  especialmente enfermedades neurodegenerativas 
amiloidogénicas. Dentro de éstas,  los ejemplos más representativos son el péptido β‐amiloide 
(Aβ)  y  la  proteína  tau  en  la  enfermedad  de  Alzheimer,  la  proteína  priónica  PrPsc  en  las 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Figura 1‐8. Enfermedades neurodegenerativas causadas por mal plegamiento y agregación como causa 
molecular  común. Mutaciones  genéticas  responsables  de  formas  hereditarias  de  varias  enfermedades 
neurodegenerativas hacen que las proteínas tiendan a plegarse de manera anómala, lo que conduce a la 
sobreproducción de proteínas propensas a agregar, que  son acumuladas en  forma de  inclusiones en el 
interior  y  exterior  de  neuronas  de  cerebros  enfermos  y  eventualmente  desencadenan  el  proceso  de 
neurodegeneración. Dichas enfermedades se conocen como "enfermedades de mal plegamiento" (Ross y 
Poirier  2005),  donde  el  malplegamiento  proteico  supone  una  etapa  crucial  en  la  patogénesis.  Figura 
modificada de Popiel et al. 2011.  
 
Las  enfermedades  neurodegenerativas  son  un  grupo  de  trastornos  causados  por  la 
degeneración  progresiva  de  neuronas  en  diferentes  áreas  del  cerebro,  específicas  para  cada 
trastorno, que resulta en diversos síntomas neurológicos y psiquiátricos. Hasta la fecha, sólo se 
han  descrito  terapias  paliativas,  lo  que  probablemente  obedezca  al  hecho  de  que  la  causa 
molecular  subyacente  a  la  neurodegeneración  continúa  sin  conocerse.  Sin  embargo,  existen 
evidencias  que  indican  que  muchas  de  estas  enfermedades  comparten  un  mecanismo 
patogénico común (Popiel et al. 2011)  (Fig. 1‐9). Una de  las características más destacadas ha 
sido  la  observación  (en  estudios  patológicos  y  bioquímicos)  de  acúmulos  de  proteína  mal 
plegada y agregada, conocidos como cuerpos de inclusión, que se acumulan dentro y fuera de 
las neuronas de cerebros enfermos,  como es el  caso de placas  seniles  (compuestas por Aβ)  y 
ovillos neurofibrilares (formados por tau) en  la enfermedad de Alzheimer; o cuerpos de Lewy, 
formados  por α‐syn  en  la  enfermedad  de  Parkinson.  Las  fibras  amiloides  de  los  cuerpos  de 
inclusión de distintos orígenes tienen una morfología y estructura similar denominada columna 
cruzada  β   (Sipe  y  Cohen  2000;  Sawaya  et  al.  2007),  determinada  por  difracción  de  rayos  X. 




Figura  1‐9.  Patogénesis  molecular  de  las  enfermedades  neurodegenerativas  amiloidogénicas.  Las 
proteínas  implicadas,  propensas  a  plegarse  erróneamente,  pueden  generar  una  estructura  rica  en 
estructura  β,  que  desencadena  la  cascada  de  agregación  proteica  formando  oligómeros  y  agregados 
amiloides  fibrilares,  seguido  por  su  acumulación  en  forma  de  cuerpos  de  inclusión.  Los  signos  de 
interrogación  indican  las especies  cuyo papel  en  la  citotoxicidad  sigue  siendo  controvertido.  El  péptido 
QBP1 será introducido en la siguiente sección. Figura modificada de Popiel et al. 2011. 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Como  mecanismo  patogénico  común  a  nivel  molecular  para  enfermedades 
amiloidogénicas  neurodegenerativas,  se  ha  propuesto  que  el  monómero  de  las  proteínas 
implicadas, denominadas proteínas neurotóxicas (NPs, del inglés Neurotoxic Proteins), sufre un 




para  la  célula.  Sin  embargo,  la  hipótesis  más  favorecida  considera  a  agregados  solubles 
(oligómeros) como los agentes etiológicos más  importantes (Bucciantini et al. 2002; Kirkitadze 
et  al.  2002),  mientras  que  las  fibras  amiloides  no  jugarían  un  papel  causal  (Kirkitadze  et  al. 
2002). De hecho, actualmente hay evidencias que ponen de manifiesto un papel protector de 





El  mecanismo  patogénico  ilustrado  en  la  Figura  1‐9  se  encuentra  ampliamente 
documentado para el caso de las poliglutaminas (Nagai y Popiel 2008; Bauer y Nukina 2009). En 
este  caso,  varias  proteínas  celulares  se  asocian  con  la  polyQ  agregada  en  los  cuerpos  de 
inclusión. Estas proteínas incluyen factores de transcripción (Shimohata et al. 2000; Nucifora et 
al.  2001),  chaperonas  moleculares  (Cummings  et  al.  1998;  Chai  et  al.  1999),    proteínas  del 
citoesqueleto  (Nagai  et  al.  1999),  y  subunidades  proteasomales  (Cummings  et  al.  1998).  Se 
piensa que estas asociaciones anormales desempeñan un papel  importante en  la patogénesis 
de  la enfermedad, produciendo una disfunción en  los procesos celulares que  implican a estas 
proteínas.  En  consecuencia,  se  han  diseñado  aproximaciones  terapéuticas  dirigidas  a  cada 




Figura  1‐10. Modelo  de  la  estructura  del  núcleo  de 
una fibra amiloide. Un número de  láminas β  (cuatro 
en la imagen) forma la estructura del protofilamento. 





repetición  helicoidal  de  115,5  Å  que  contiene  24 
cadenas β.  Los datos de difracción de  rayos X de  las 
fibras  indican  que  las  láminas  β  en  el  amiloide 
probablemente  contengan  una mezcla  de  láminas β 
en  disposición  paralela  y  antiparalela,  pero  la 
proporción  de  las  mismas  no  ha  podido  ser 
determinada.  Figura  modificada  de  Serpell  et  al. 
1997.  









posee  un  núcleo  mínimo  de  8  aminoácidos  con  capacidad  inhibitoria  (WKWWPGIF), 
determinado  por  estudios  de  truncación  de  los  terminales  N  y  C.  Mediante  un  escaneo  de 
alaninas  se  vio  además  que  la  secuencia  rica  en  W  es  esencial  para  la  unión  y  actividad 
inhibitoria  lo que sugiere que las  interacciones hidrofóbicas  juegan un papel  importante en su 
unión  al  fragmento  expandido  de  polyQ  (Tomita  et  al.  2009).  Sin  embargo,  el  mecanismo 
molecular  de  unión  entre  QBP1  y  polyQs  expandidas  no  se  conoce.  Esta  cuestión  se  ha 
intentado abordar mediante estudios de dinámica molecular (Armen et al. 2005) que indican el 
establecimiento de una red de enlaces de hidrógeno entre los grupos amida del motivo WKWW 
con  los  grupos  carbonilos del  esqueleto peptídico de  la  polyQ,  tras una  reorganización de  las 
cadenas laterales del péptido. Además, se observa la formación de enlaces de hidrógeno entre 
la cadena lateral de los residuos de Q3, Q7, Q9 y Q12 con el esqueleto peptídico de los residuos 
GIFD  (Armen  et  al.  2005)  (Fig.  1‐11).  La  unión  diferencial  ha  sido  caracterizada 
experimentalmente  mediante  resonancia  de  plasmón  superficial  (Okamoto  et  al.  2009), 
encontrando  que QBP1  se  une  selectivamente  a  proteínas  con  tractos  expandidos  de  polyQs 
(Thioredoxina‐Q62,  thio‐Q62),  con  una  constante  de  equilibrio  de  disociación  (Kd)  de  5.7  μM, 
mientras que no se une a fragmentos no expandidos (thio‐Q19). 
Mediante un análisis por dicroísmo circular (CD) se mostró que QBP1 inhibe la transición 
conformacional  hacia  el monómero  rico  en  estructura  tipo β  (Nagai et  al.  2007),  actuando  al 
comienzo  de  la  cascada  de  agregación  proteica,  por  lo  que  su  posible  uso  como  agente 





de  suprimir  la  neurodegeneración  del  ojo mediada  por  polyQs  en  un modelo  transgénico  de 
Drosophila melanogaster, lo que aumenta significativamente su esperanza de vida (Nagai et al. 
2003).  
Para  lograr  establecer  una  terapia  realista,  el  péptido  tiene  que  ser  suministrado  de 
manera  exógena,  en  lugar  de  ser  usado  de  manera  transgénica.  Sin  embargo,  QBP1  es  un 
péptido  demasiado  grande  para  atravesar  la membrana  celular  de manera  eficiente  y  poder 
entrar en  las  células.  Para habilitar  la  entrada eficiente  intracelular de QBP1,  se han utilizado 
dominios de transducción proteicos,  secuencias de péptidos capaces de penetrar en  la célula 
atravesando la membrana. La administración oral de QBP1 fusionado al péptido Antennapedia 
(“penetratina”), para su  internalización,  retrasa considerablemente  la muerte prematura de  la 
mosca  en  comparación  con  el  péptido  control  Antp‐scrambled.  Además,  dichas  moscas 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presentaban  un  número  de  cuerpos  de  inclusión  significativamente  menor  que  las  moscas 
control (Popiel et al. 2007). Sin embargo, no se observó el mismo efecto en ratón, donde parece 
que Antp‐QBP1 no es capaz de cruzar de manera eficiente la barrera hematoencefálica (Popiel 
et  al.  2009).  En  ratones,  QBP1  ha  sido  usado  recientemente  como  herramienta  de 











identificación  mediante  técnicas  clásicas,  como  sensibilidad  a  digestión  por  proteasas, 
insensibilidad  a  condiciones  desnaturalizantes,  cristalografía  de  rayos  X,  espectroscopía  de 
resonancia magnética nuclear (NMR), espectroscopía de CD y determinación del radio de Stokes 
usando  cromatografía de exclusión molecular o dispersión de  rayos X a bajo ángulo. Por otra 
parte,  las  IDPs  también pueden  fácilmente distinguirse de  las proteínas estructuradas usando 
herramientas computacionales basadas en la hidrofobicidad media respecto a la carga neta de 
ambos  tipos  de  proteínas  (Uversky  et  al.  2009).  En  el  caso  de  las  IDPs  implicadas  en  las 
amiloidosis,  las  fluctuaciones conformacionales del monómero  juegan un papel esencial para 
promover  la  formación  de  agregados  iniciales  tóxicos,  críticamente  relacionados  con  el 
desarrollo  de  la  enfermedad  (Dunker  et  al.  2001).  Aunque  el  NMR  en  estado  sólido  y  la 
cristalografía de rayos X han proporcionado información estructural muy valiosa sobre las fibras 
amiloides maduras (Sawaya et al. 2007; Tycko 2011), la heterogeneidad de la muestra debida a 
dicha  fluctuación  entre  conformaciones  y  naturaleza  transitoria  de  intermedios  parcialmente 
plegados en  la  vía amiloidogénica  impide  su  caracterización estructural por  técnicas biofísicas 
tradicionales. Dichas técnicas emplean poblaciones moleculares, de forma que las propiedades 
de  todas  las  moléculas  en  la  muestra  contribuyen  a  la  señal  observada,  que  representa  por 
tanto un promedio poblacional sobre el conjunto de moléculas N (donde N es típicamente un 
Figura  1‐11. Modelo del  complejo QBP1‐polyQ. 
Se  muestra  la  conformación  inicial  minimizada 
del  complejo  (superior)  y  la  conformación 
después  de  10  ns  de  dinámica  libre  (parte 
inferior).  Los  enlaces  de  hidrógeno 
predominantes  durante  la  simulación  se 
muestran  en  morado,  y  los  menos 
predominantes en azul claro. El número indica el 
porcentaje  de  tiempo  en  que  el  enlace  de 
hidrógeno  está  formado  entre  los  6  y  10  ns  de 
simulación. La unión de una cadena adicional de 
polyQ  a  la  cara  carbonilo  del  QBP1  no  es 
probable  debido  al  impedimento  estérico  de  la 
cadena  lateral de  la prolina (en rojo),  inhibiendo 
el  crecimiento  del  núcleo  de  agregación.  Figura 
tomada de Armen et al. 2005. 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gran número de moléculas cercano al número de Avogadro). En esta población promediada, las 
principales  contribuciones  dominan  de  tal  manera  que  los  efectos  de  las  contribuciones 
menores  están  ocultos  a  la  señal,  anulados  en  su  mayoría  por  las  fluctuaciones  del  sistema 




Una  de  las  características  diferenciales  de  las  técnicas  monomoleculares  es  que 
reportan  la  distribución  de  valores  para  una  propiedad  dada.  De  acuerdo  con  el  principio 
ergódico,  el  comportamiento  medio  de  una  sola  molécula  en  una  ubicación  dada  durante 
tiempos  de  escala  suficientemente  largos,  ofrece  una  descripción  del  sistema  de  precisión 
comparable  a  la  obtenida  a  partir  del  análisis  de  un  conjunto  de  moléculas  independientes, 
idénticas y medidas una única vez cada una (Matsunaga y Komatsuzaki 2004). La identificación 
explícita  que  surge  a  partir  de  una  sola  molécula  se  aproxima  a  una  descripción más  rica  y 
precisa del comportamiento del sistema que la aproximación poblacional. Así pues, las técnicas 
monomoleculares, monitorizan fluctuaciones moleculares y nos aportan una descripción de la 
distribución  y  dinámica  de  ciertas  propiedades,  no  sólo  el  comportamiento  promedio  de  la 
población  (Deniz et al. 2000; Deniz et al.  2001; Schuler et al.  2002; Schuler 2005; Tinnefeld y 
Sauer  2005;  Bilsel  y  Matthews  2006;  Michalet  et  al.  2006).  Esto  permite  la  observación  de 
moléculas  que  coexisten  en  varios  estados  (distribución  multimodal,  que  da  acceso  a  la 
heterogeneidad molecular) y  la detección de moléculas que se encuentran en estados  lejanos 
de  la  media  poblacional  (Fig.  1‐12).  Estas  fluctuaciones  son  en  última  instancia  las  que 
caracterizan  la  naturaleza  estadística  de  cada propiedad,  como ocurre  en  el  caso  de  IDPs,  en 
cuyo  estudio  dos  tipos  de  técnicas monomoleculares  han  resultado particularmente  útiles:  a) 
métodos  de  fluorescencia  de  moléculas  individuales  (como  transferencia  de  energía  de 
resonancia Förster y espectroscopía de correlación de fluorescencia) para estudiar  la dinámica 
de  monómeros  (Ferreon  et  al.  2010)  y  b)  la  espectroscopía  de  fuerzas  de  moléculas 
individuales (SMFS, del inglés Single‐Molecule Force Spectroscopy) basada en el microscopio de 
fuerzas atómicas (Atomic Force Microscope, SMFS‐AFM), técnica de manipulación de molécula 












Figura  1‐12.  Técnicas  monomoleculares  vs.  poblacionales.  Densidad  de  probabilidad  de  una  variable 
aleatoria x imaginaria para una muestra única (a) y para N muestras promediadas (b‐d). Observamos una 
variable x con una densidad de probabilidades con 3 sub‐distribuciones (a). Cuando se observan múltiples 
muestras  al  mismo  tiempo  (b‐d)  la  forma  original  de  la  distribución  (línea  continua)  se  pierde  y  la 
distribución observada tiende a una gaussiana, como predice el teorema central del límite.  






el  estudio  y  manipulación  de  biomoléculas  individuales.  La  capacidad  de  manipulación  de  la 
maquinaria que controla los procesos biológicos a este nivel fundamental ha dado lugar a una 











consecuencia.  Para  ello,  presentan  complejos  específicos  de  proteínas  que  actúan  como 
transductores mecano‐sensibles que, traduciendo fuerzas mecánicas en respuestas bioquímicas 





podría  resultar  en  diversas  enfermedades  como  pérdida  de  audición,  trastornos 
cardiovasculares, distrofia muscular u osteoporosis (Vogel 2009; Kazmierczak y Muller 2012). 
Las proteínas actúan en diversos procesos fisiológicos o patológicos mecánicos a modo 
de  bionanomáquinas  que  se  pueden  clasificar  en:  1)  sensores  (incluyendo  interruptores 
mecánicos),  transmisores,  resistencias  y  2) motores  (actuadores).  Dentro  del  grupo  1  parece 
que  proteínas  con  función  mecánica  han  evolucionado  para  resistir,  transmitir  o  detectar 
fuerzas,  de  manera  que  su  estabilidad  mecánica  es  una  propiedad  crítica  para  su  función 
fisiológica.  Ciertas  proteínas  de  este  grupo  1  presentan  sustratos  activables  por  fuerza,  que 
habitualmente  incluyen  sitios  crípticos.  En  el  grupo  2  se  engloban  maquinarias  celulares 
encargadas de asistir al plegamiento (chaperonas), traslocar proteínas a orgánulos (traslocasas 




et  al.  2004),  como  ha  sido  recientemente  demostrado  experimentalmente  (Aubin‐Tam  et  al. 
2011; Maillard et al. 2011). Dada  la gran cantidad de proteínas celulares procesadas por estas 
maquinarias  en  alguna  fase  de  su  ciclo  funcional,  es  lógico  pensar  que  las  propiedades 
mecánicas  de  todas  estas  proteínas  puedan  resultar  críticas  para  su  funcionalidad,  pudiendo 
incluso desencadenar procesos patológicos. Finalmente, las fuerzas mecánicas podrían subyacer 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también  en  la  actividad  de  enzimas,  de  acuerdo  con  la  hipótesis  no  verificada 







inglés  Scanning  Probe  Microscopy),  entre  las  que  está  el  AFM,  es  la  presencia  de  un  brazo 
flexible que interactua a través de una punta directamente con la superficie de la muestra. Esto 
nos permite estudiar detalles de  la muestra a escala nanoscópica, obteniendo  información de 
otro  modo  inaccesible.  El  AFM  fue  desarrollado  para  superar  una  limitación  básica  que 




1985),  el AFM,  inventado por Gerd Binnig, Calvin Quate  y Christoph Gerber en 1985,  tiene  la 
ventaja  de  poder  mapear  la  topografía  de  casi  cualquier  superficie  a  resolución  atómica, 
incluyendo  muestras  biológicas  en  líquidos  (Binnig  et  al.  1986).  El  AFM  es  un  aparato 
relativamente  simple  que  emplea  un  transductor  de  fuerza  mecánica  basado  en  un  sensor 
(micropalanca o cantilever) que termina en una punta fina, la cual contacta directamente con la 
muestra (Fig. 1‐13). Las fuerzas son calculadas en base a la deflexión de la micropalanca, y  las 
distancias  se  infieren  con  alta  resolución  en  base  al  desplazamiento  del  posicionador 
piezoeléctrico. La resolución espacial en el eje Z, dirección normal a  la superficie, debido a  la 
gran precisión en la medida de la posición del actuador piezoeléctrico (cuya respuesta es lineal 
gracias  a  un  sensor  capacitivo)  puede  llegar  a  valores  menores  de  1  nm.  En  cuanto  a  la 
resolución en el plano XY, está limitada por el radio mínimo de la punta utilizada para escanear 
la  superficie,  que  suele  oscilar  entre  2  y  50  nm  aproximadamente.  Por  tanto,  la  resolución 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sensor presente en la cabeza entra en contacto directo con ella. Al mover el posicionador una distancia 
conocida (Δzp) la punta se moverá (Δzc) en relación a las diferentes alturas presentes en la muestra o a la 







Como  se  ha  introducido  previamente,  una  aplicación  típica  del  AFM  es  la medida  de 
propiedades nanomecánicas de materiales  inmovilizados sobre  la superficie tras someterlos a 
estrés mecánico  o  estiramiento  (Burnham  y  Colton  1989).  Este  instrumento  se  ha  empleado 
tanto  para  desplegar  mecánicamente  biopolímeros,  como  para  determinar  fuerzas  de 










biomoléculas  (Weisel  et  al.  2003).  El  trabajo  desarrollado  durante  esta  tesis  se  centra 
exclusivamente  en  el  desplegamiento  mecánico  de  proteínas  individuales,  rompiendo 
interacciones  intramoleculares que mantienen el plegamiento parcial  (estructuras transitorias) 
de IDPs. Por ello, esta introducción se centra en el uso de SMFS para el estudio de interacciones 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una curvatura en la micropalanca, (3) cuando la superficie se aleja de la punta, lo que causa una curvatura 
de  la micropalanca en  la dirección contraria por  la adhesión punta‐superficie, hasta generar un pico de 
fuerza  (4),  cuando  está  suficientemente  alejado  como  para  reducir  interacciones  (5)  hasta  alejarse 
completamente  (6).  b)  Diagramas  esquemáticos  de  espectros  fuerza‐extensión  característicos: 
interacciones  inespecíficas,  interacciones  específicas  entre  un  par  interaccionante  y  espectro  de 













donde k es  la constante elástica de la micropalanca y Δzc su desplazamiento a  lo  largo 
del  eje  z  (Fig.  1‐13).  Por  tanto,  para  poder  transformar  la  señal  de  voltaje  (ΔV)  y  el 











Una vez conozcamos  la K de  la micropalanca, podemos calcular el valor de  la  fuerza a 
partir  de  la  Ec.  1‐1.  El  método  más  empleado  para  calcularla  es  el  denominado  “método 
térmico”,  en  el  que  la micropalanca  se modeliza  como  un  oscilador  armónico  fluctuando  en 
respuesta al ruido térmico (ver Sección 8.1.1.1). Las propiedades mecánicas de la micropalanca 
están  relacionadas  con  la  frecuencia  y  amplitud  de  estas  oscilaciones,  de  tal  manera  que 
podemos calcular su constante k usando el denominado teorema de equipartición: 
Ec. 1‐3                                       <Δx2> = kBT / k , 
donde  el  primer  miembro  de  la  ecuación  representa  el  desplazamiento  cuadrático 
medio de la micropalanca debido al ruido térmico (Hutter y Bechhoffer 1993; Florin et al. 1995). 
La constante k de  la micropalanca normalmente se encuentra en el  rango de 10‐100 pN∙nm‐1. 
Para una micropalanca  típica de 60 pN∙nm‐1 el  ruido  térmico en  los experimentos de SMFS es 
aproximadamente de 16 pN (las fluctuaciones cuadráticas medias de fuerza, (Bustamante et al. 
2000)).  Por  tanto,  utilizando  micropalancas  con  estos  valores  de  k,  nos  aseguramos  que  la 
macromolécula es el componente elástico dominante del sistema. 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Para el  análisis nanomecánico de proteínas por  SMFS,  es necesario que  la molécula  a 
analizar  se  encuentre  anclada  tanto  al  sustrato  como  a  la  punta  del  sensor  (Fig.  1‐13).  A 
diferencia  del método  de  imagen  (ver Sección  8.1.1),  en  el  que  el  anclaje  de  la muestra  a  la 
superficie  suele  ser por  simple  fisisorción,  en SMFS  se  suele buscar que este anclaje  sea más 
estable  para  asegurarnos  que  resista  las  fuerzas  necesarias  para  el  desplegamiento  de  la 
biomolécula.  Por  otra  parte,  las  proteínas,  al  ser  inmovilizadas  en  una  superficie,  tienden  a 
desnaturalizarse  en  cierta medida  (Buijs  et  al.  1996).  Por  ello,  es  habitual  utilizar  técnicas  de 
funcionalización  de  superficies  para  obtener  anclajes  direccionales  y  fuertes  (idealmente 
covalentes) y para minimizar la superficie de interacción (Weisel et al. 2003). También es común 














o  funcionalizado  de  algún  otro  modo),  montado  en  un  posicionador  piezoeléctrico  de  alta 
precisión que permite el control de su posición, de modo que se  logra establecer un "circuito 
mecánico"  entre  ambos  elementos  (Fig.  1‐13).  En  el modo  estándar  de  SMFS,  el  de  longitud 
constante  (length‐clamp),  el  posicionador  se  retrae  a  velocidad  constante  (típicamente 
alrededor  de  0,5  nm∙ms‐1)  hasta  una  distancia  fijada  mientras  la  micropalanca  reporta  las 
fuerzas que se oponen a  la extensión de cualquier material que se hubiera quedado atrapado 
entre la punta de la micropalanca y el sustrato. Es habitual que durante estos estiramientos al 
azar  se enganche una molécula de manera que a medida que estiramos  llegue a  ser  el  único 
elemento  que  conecte  la  punta  con  el  sustrato,  de  tal  forma  que  nos  permita  estudiar  su 
resistencia  al  estiramiento  en  condición  de  molécula  individual.  En  este  modo  de  SMFS  los 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donde  kU  (F) es  la  tasa  de  desplegamiento a  una  fuerza  F  dada, A  es  el  denominado 
factor pre‐exponencial, ΔG ‡ es la altura de la barrera energética entre el estado nativo y el TS, 
ΔxU  la  distancia  al  TS  (anchura  de  la  barrera  de  la  energía  de  activación:  distancia  en  las 
coordenadas de reacción sobre la que debe aplicarse la fuerza para alcanzar el TS),  y kB T es la 
energía  térmica.  A  partir  de  esta  ecuación,  es  evidente  que  la  fuerza  aplicada  directamente 
reduce la altura de la barrera de energética, facilitando así el desplegamiento de la proteína. 






que  indica  la  tasa  de  cambio  temporal  de  fuerza  empleada  durante  el  estiramiento  de  la 





de  energía  libre  de  una  proteína  que  se  despliega  siguiendo  un modelo  de  dos  estados  (p  plegado,  d 
desplegado). La curva discontinua gris representa el proceso en ausencia de fuerza. La aplicación de una 
fuerza  (recta  discontinua  negra)  inclina  el  diagrama  energético,  disminuyendo  la  barrera  al  TS, 
representado  por  ‡  ([ΔG‡(F)<ΔG0‡],  curva  continua  negra),  lo  cual  aumenta  la  tasa  de  reacción  de 
desplegamiento.  La  aplicación  de  una  fuerza  también  disminuye  la  energía  del  estado  desplegado  d 
comparada con el estado plegado p [ΔG(F)<0], lo que supone un aumento de la población en el estado d. 
La  coordenada  de  reacción mecánica  es  x,  y θ marca  el  ángulo  respecto  de  esa  coordenada  al  que  se 









repetidas  veces  contra  la muestra  depositada  sobre  la  superficie  y  el  éxito  de  los  enganches 
depende en gran medida del azar), gran parte de los espectros obtenidos presentan “ruido” en 
la  zona próxima  a  la  superficie  debido  a  interacciones  inespecíficas  indeseadas  (Fig.  1‐16).  La 
estrategia habitual seguida en el campo es la utilización de proteínas con estructuras repetidas; 





datos  provenientes  del  desplegamiento  de  moléculas  individuales.  En  los  espectros  fuerza‐
extensión  obtenidos  mediante  el  modo  length‐clamp  de  SMFS,  las  proteínas  modulares  o 
constrídas por repeticiones presentan un patrón de desplegamiento característico en “dientes 




extremos;  incremento  de  la  longitud  de  contorno  de  la  molécula,  ΔLc,  tras  su  ajuste  a  la 






Existe otro modo de  SMFS en el  que estiramos a  fuerza  controlada  (force‐clamp)  o  a 
fuerza incrementada de forma constante (force‐ramp, (Oberhauser et al. 2001)). En el modo de 
force‐clamp, obtenemos espectros extensión‐tiempo, en el que una proteína modular muestra 
un  patrón  de  desplegamiento  “en  escalera”,  siendo  la  altura  de  los  “escalones”  la 
correspondiente  al  tamaño  del módulo  desplegado  a  ese  nivel  de  tensión.  Por  otro  lado,  en 
force‐ramp  obtenemos  también  espectros  fuerza‐tiempo,  en  los  que  cada  evento  de 
desplegamiento  se  muestra  como  un  pico  invertido.  Estos  picos  representan  la  pérdida  de 
tensión en la molécula con cada desplegamiento de un módulo y su duración refleja el tiempo 
que  precisa  el  piezoeléctrico  para  corregir  su  posición  para  llegar  al  valor  de  fuerza  fijada 
correspondiente.  Esto  se  consigue  mediante  un  mecanismo  de  feedback  constante  ejercido 
sobre el piezoeléctrico, por  lo que  la  rapidez de ese  feedback  es  crítica para el éxito de estos 












nivel  de  molécula  individual. 
Nótese que la parte proximal 




entre  la  punta  y  la  muestra 
y/o  múltiples  moléculas  en 
paralelo. 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directa  la  dependencia  de  la  fuerza  con  la  velocidad  de  estiramiento,  por  lo  que  podemos 








Estas  fuerzas  resultan  de  la  tendencia  de  un  polímero  a  formar  un  ovillo  para maximizar  su 
libertad  conformacional  (entropía)  bajo  el  influjo  de  las  fluctuaciones  térmicas,  la  cual  se 
reduce con el estiramiento. Esta elasticidad entrópica sigue una relación no lineal que se puede 
describir  formalmente  por  el  modelo  WLC  (Fig.  1‐17c).  Este  modelo  predice  la  fuerza  de 
resistencia  entrópica,  F,  del  polipéptido  a  cualquier  extensión  a  partir  de  dos  parámetros 
descriptivos:  Lc,  la  longitud  de  contorno  (longitud  total  del  polipéptido  desplegado  a  fuerza 
infinita), y p,  la  longitud de persistencia (longitud máxima a lo largo de la cual la dirección del 
polímero permanece correlacionada). p representa el mínimo componente rígido de la cadena; 
en  una  proteína  desnaturalizada  o  sin  plegamiento  correspondería  con  el  valor  de  0,4  nm, 
longitud que corresponde aproximadamente con la  longitud de un residuo aminoácido en una 
proteína  estirada  (Ainavarapu  et  al.  2007).  Una  vez  que  las  interacciones  implicadas  en  la 
resistencia  mecánica  global  del  plegamiento  de  la  proteína  (región  conocida  como  "broche 
mecánico")  se  rompen,  la  proteína  generalmente  se  despliega  por  completo.  El  tipo  de 
plegamiento,  así  como  el  tipo  de  estructura  secundaria, mantenida  por  interacciones  locales, 
que  contiene  la  proteína  determinarán  en  gran medida  el  tipo  de  resistencia  que  la  proteína 
ofrecerá a su estiramiento. Se ha observado una menor estabilidad mecánica en proteínas con 
gran  contenido  α ‐hélice  en  su  estructura,  mientras  que  las  proteínas  mecánicamente  más 
estables contienen normalmente hebras β  conectando  los extremos N‐ y C‐terminales en una 
configuración  “en  cizalla”,  donde  los  enlaces  de  hidrógeno  se  disponen  ortogonalmente 
respecto la fuerza aplicada (Carrión‐Vázquez et al. 2006). 
Si  continuamos  la  extensión  de  una  proteína  modular  (Fig.  1‐17b),  provocaremos  el 
desplegamiento de cada uno de sus módulos, generalmente en una transición todo o nada que 
podemos  describir  mediante  un  modelo  de  dos  estados  (Fig.  1‐17a),  aunque  existen 
excepciones  a  esta  generalidad  (Marszalek  et  al.  1999;  Oroz  et  al.  2011).  La  longitud  de  la 
proteína oculta a la fuerza (ΔLC) se libera y se puede medir a partir de la distancia entre los dos 
picos  consecutivos,  ajustándola  al WLC  (Fig.  1‐17c).  Este  parámetro  es  característico  de  cada 
proteína  que  presente  una  estructura  definida  (nativamente  plegada),  depende  del 
plegamiento,  y  es  importante  para  identificar  la  molécula  en  estudio  (usándose  como  una 
especie de "huella digital" molecular). Una extensión adicional repetirá este proceso para cada 
módulo plegado de manera secuencial, dando  lugar a  los “dientes de sierra” en  los espectros 
fuerza‐extensión (Fig. 1‐16), o a  las “escaleras” y “rampas” en los espectros extensión‐tiempo. 
En  estos  experimentos  los  módulos  son  desplegados  de  manera  ordenada  de  acuerdo  a  su 
estabilidad  mecánica,  por  lo  que  los  menos  estables  se  despliegan  antes.  El  último  pico 
observable en los registros corresponde generalmente al desanclaje de la proteína bajo estudio 
de la punta o del sustrato y marca el final del experimento (Fig. 1‐16). 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Las  proteínas  tienden  a  desnaturalizarse  total  o  parcialmente  cuando  se  adsorben  en 
una superficie, por lo que proteínas largas compuestas por módulos o poliproteínas poseen una 
ventaja adicional ya que tienen la posibilidad estadística de “sacrificar” parte de sus módulos o 
repeticiones al  anclarse. Además,  como  la parte  inicial  (proximal  al  sustrato) de  los espectros 
fuerza‐extensión  o  extensión‐tiempo  suele  estar  contaminada  por  interacciones  inespecíficas 
(Fig.  1‐16),  una proteína modular mostrará eventos de desplegamiento alejados de esta  zona 
proximal. Por tanto, los estudios iniciales del campo se centraron en proteínas multimodulares 
con  funciones mecánicas  como  titina,  tenascina,  espectrina  y  fibronectina  (Rief  et  al.  1997; 
Oberhauser et  al.  1998;  Rief et  al.  1999; Oberhauser et  al.  2002).  Sin  embargo,  las  proteínas 






las  proteínas  puede  describirse  por  el  modelo WLC  de  elasticidad  de  polímeros.  Los  dos  parámetros 




permitió  el  análisis  nanomecánico  tanto  de módulos  individuales  de  una  proteína  como  de 
proteínas no modulares ya que se utiliza su periodicidad como marcador de molécula individual 
(Carrión‐Vázquez et al. 1999; Carrión‐Vázquez et al. 2006). Su síntesis se basa bien en ingeniería 










mecánico  de  una  proteína 
modular.  a) El  estiramiento de una 
proteína  puede  modelizarse  como 




aumento  en  su  longitud,  Δx.  b) 
Estiramiento  de  una  proteína 
modular.  La  extensión  del 
piezoeléctrico  (Δzp)  causa  el 
estiramiento  de  la  molécula,  que 
resiste  a  su  estiramiento  debido  a 
su  elasticidad  entrópica,  lo  que 
causa una curvatura en  la punta de 
la micropalanca (Δzc, estados 1 y 2). 
Cuando  el  módulo  de  menor 
estabilidad es desplegado, la Lc de la  
















































en  enfermedades  neurodegenerativas  amiloidogénicas.  Para  complementar  este  análisis  se 
realizarán  estudios  adicionales  usando  diferentes  tipos  de  técnicas  estructurales,  
espectrofotométricas  y  de  imagen,  así  como  bioquímicas,  que  en  conjunto  nos  permitirán 
derivar  conclusiones  que  ayuden  a  la  propuesta  de  modelos  mecanísticos  para  tratar  de 
ahondar  en  la  comprensión  a nivel molecular  en este  grupo de  trastornos. A  continuación  se 
detallan los objetivos concretos de la tesis: 
 
Objetivo  1  –  Desarrollo  de  un  sistema  de  análisis  de  nanomecánica  de  proteínas 











α‐syn,  polyQs  y  Sup35NM)  directamente  relacionadas  con  el  desarrollo  de  las 
enfermedades  neurodegenerativas  más  representativas  (enfermedad  de  Alzheimer, 
enfermedad  de  Parkinson,  enfermedades  causadas  por  expansión  del  triplete  CAG  y 
enfermedades priónicas, respectivamente).  
 
Objetivo  5  –  Diseño  y  análisis  de  controles  adicionales  que  indiquen  que  se  está 




Objetivo  7  –  Análisis  nanomecánico  mediante  SMFS  de  formas  familiares  de 
enfermedad (Arctic ‐E22G‐ Aβ42, A53T y A30P α‐syn y Q62). 
 




pFS‐2,  para  el  análisis  nanomecánico  general  e  inequívoco  de  proteínas  IDPs,  y  en 
particular de proteínas neurotóxicas amiloidogénicas. 













































La  α‐syn  humana  (residuos  1‐140,  código  UniProtKB  /  Swiss‐Prot  P37840)  se  clonó 
mediante  PCR  utilizando  como molde  una  biblioteca  completa  de  cDNA  de  cerebro  humano 
(Clontech). El péptido Aβ42 humano (código UniProtKB / Swiss‐Prot P05067) se clonó mediante 
PCR usando  como molde  el  clon  pcDNA3‐APP  amablemente  cedido por  el  Profesor  Fernando 
Valdivieso. La proteína priónica de Saccharomyces cerevisiae Sup35NM (región NM, residuos 1‐
253, UniProtKB/código Swiss‐Prot P05453) se clonó por PCR utilizando como molde el plásmido 
pJCSUP35  (Addgene), que contiene  la secuencia completa de Sup35. Las diferentes  longitudes 
analizadas  de  polyQ  se  clonaron  por  PCR  utilizando  como  molde  plásmidos  que  contienen 
secuencias  codificantes  para Q19,  Q35  y  Q62,  amablemente  cedidos  por  el  Dr.  Yoshitaka  Nagai 





pT7Blue  (Novagen)  y  después  de  verificar  que  la  secuencia  era  correcta,  se  utilizó,  cuando 
procedía,  el  kit  QuickChange  (Stratagene)  para  realizar  mutagénesis  dirigida  tanto  en  α‐syn 
(generando los mutantes A30P y A53T), como en Aβ42 (generando el mutante Arctic ‐E22G‐ y el 
doble mutante F19S/L34P). Finalmente, todas las secuencias fueron clonadas en el vector pFS‐2 
(para  su  análisis  de  SMFS)  utilizando  los  sitios  de  restricción  AgeI‐SmaI  de  el  sitio  de  clonaje 
múltiple (MCS, del inglés Multi‐Cloning Site) del módulo portador (Oroz et al. 2012). La proteína 








llevar  a  cabo  esta  inserción.  Basándonos  en  trabajos  previos  donde  se  analiza  el  efecto  de 
inserciones (en diferentes bucles del módulo de ubi) de diferente número de aminoácidos sobre 
su  estabilidad  termodinámica  (Ferraro  et  al.  2005;  Ferraro  et  al.  2006;  Ferraro  y  Robertson 
2008),  se  seleccionó  el  bucle  formado  por  los  aminoácidos  9‐10  ya  que  era  el  que mostraba 
mayor  tolerancia  en  términos  de  plegamiento  global,  estabilidad  y  pérdida  de  enlaces  de 
hidrógeno. Para insertar el MCS, se seleccionó el módulo ubi presente en posición 4 del pFS‐1. 
Las enzimas de  restricción empleadas  fueron AgeI, BsiWI, MluI  y  SmaI, que  codifican para  los 
residuos  aminoácídicos  TG,  RS,  TR  y  PG,  respectivamente.  Dos  residuos  de  glicina  fueron 
insertados en cada extremo del MCS (GGTGGA y GGAGGA) para hacer la inserción más flexible y 
tratar  de  minimizar  posibles  efectos  sobre  el  plegamiento  del  módulo  de  ubi.  Además,  una 
secuencia  espaciadora  (TCATCA)  fue  insertada  entre  los  sitios  de  corte  de  las  enzimas  de 
restricción  para  aumentar  la  eficiencia  de  digestión  enzimática  en  el  MCS.  De  esta  forma,  y 
utilizando los sitios AgeI/SmaI mencionados anteriormente, las secuencias GGTG y PGTRGG, que 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proceden de  la secuencia del MCS  junto con  las dos G añadidas,  se encontraban  flanqueando 
cada lado de las proteínas insertadas en la ubi que actúa como portadora (α‐syn wt y mutantes 
y VAMP2). Como primer control para ver  la  tolerancia de ubi a  ser usada como portadora,  se 
insertó un módulo de I27 ya que se conocen muy bien sus propiedades mecánicas, al tratarse de 
un módulo  de  referencia  en  nanomecánica  de  proteínas.  Para  el  clonaje  dentro  del MCS  del 
módulo de I27 (pFS‐2 + I27), se seleccionaron los sitios de corte BsiWI y MluI. De esta manera se 






bucle  tolerante  a  inserciones  (H.  Li  &  Fernández  JM,  comunicación  personal).  Este MCS  fue 
usado posteriormente para  introducir  las proteínas huéspedes. Para generar  la proteína  I27 + 
MCS  (sin  huésped  en  su  interior,  usada  como  control  negativo),  se  eliminó  la  secuencia  de 
nucleótidos CATC del I27 para mantener el marco de lectura abierto después de la inserción del 
MCS  (I27‐MCSΔ4, Tabla 1). Esta deleción no  fue necesaria para mantener el marco de  lectura 
abierto en las construcciones que presentaban una proteína huésped. Los pares de aminoácidos 
TG  y  PG  se  añadieron,  precedentes  de  la  secuencia  del  MCS,  a  cada  lado  de  las  proteínas 
insertadas en este modulo portador. 
Con  el  fin  de  simplificar  la  caracterización  biofísica  y  los  experimentos  control 
realizados,  las  medidas  estructurales  y  de  estabilidad  térmica  (NMR,  CD  y  calorimetría 
diferencial de barrido ‐DSC‐), así como los estudios de agregación/fibrilogénesis (turbidimetría, 
ensayo  de  unión  de  Rojo  Congo,  PAGEs  no  desnaturalizantes,  microscopía  electrónica  de 
transmisión  ‐TEM‐ e  imagen por AFM  ‐iAFM‐),  se  generaron proteínas de  fusión mínima  que 
consistían sólo en el módulo portador con la NP específica insertada (portador + huésped), sin 
las repeticiones marcadoras de  la poliproteína pFS‐2, utilizadas únicamente en  los constructos 
para  SMFS  con  el  fin  de  ayudar  a  identificar  moléculas  individuales.  Para  llevar  a  cabo  la 
comparación  con  las  construcciones  portador+NPs  generadas,  se  generaron  también  NPs 
aisladas  de  manera  recombinante  para  α‐syn  (wt  y  mutantes)  y  Sup35NM.  Las  proteínas 








VAMP2,  se  clonaron  en  el  vector  pET28a  (Novagen)  utilizando  NheI  y  XhoI  como  sitios  de 
restricción. 
Usando  esta  estrategia  de  clonaje  en  el  vector  pET28a,  la  secuencia  de  aminoácidos 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAS se mantuvo en el N‐terminal de  las proteínas generadas. Dos 
codones de parada se introdujeron justo antes del sitio de restricción situado en el extremo 3' 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de la región codificante de todas las secuencias clonadas. Tanto en pFS‐2 como en pET28a, las 
diferentes  longitudes  de  polyQs  usadas  (Q19,  Q35,  Q62)  fueron  flanqueadas  por  las  secuencias 
MVSTHHHHHH  y  HHGNSGPP  en  sus  extremos  N  y  C‐terminal,  respectivamente.  Dichas 
secuencias provenían de los plásmidos originales usados como molde (Nagai et al. 2000).  
Para construir  la  secuencia de DNA codificante para  las proteínas  (I27)4‐Q20/36/51‐(I27)3, 
se  utilizaron  oligonucleótidos  bicatenarios  fosforilados  en  5'  que  contenían  codones  (CAG  o 
CAA) para diferente número de Qs. El oligonucleótido que contiene Q20 se clonó directamente 
usando  los  sitios  de  restricción  NheI/XbaI  del  vector  pAFM  para  producir  la  secuencia 
codificante de (I27)4‐Q20‐(I27)3. Este vector, amablemente cedido por  la Profesora Jane Clarke, 
que consiste en el vector pRSETA  ‐Invitrogen‐  con ocho copias del módulo  I27  (Steward et al. 
2002).  Los  clones  (I27)4‐Q36/51‐(I27)3  fueron  construidos  de  manera  indirecta.  Para  ello,  en 
primer  lugar  fue clonado un oligonucleótido dúplex que codifica para Q30 en el vector pRSETA 
usando  como  sitios  de  restricción  NheI/PvuII.  PvuII  dejó  un  extremo  romo  terminado  en  la 
secuencia CAG, que permitió la unión de las restantes Q6 y Q21 en un segundo paso de clonaje 
vía  PvuII/XbaI.  Finalmente,  el  fragmento  completo  que  contenía  Q36  y  Q51  fue  clonado  en  el 
vector pAFM vía NheI/XbaI. Con el  fin de mejorar  la solubilidad de  las proteínas de fusión,  los 
oligonucleótidos  que  contenían  las  regiones  codificantes  para  las  diferentes  longitudes  de 
polyQs fueron flanqueadas por dos residuos de lisina (Venkatraman et al. 2004).  




































































































Tabla  1.  Resumen  de  oligonucleótidos  utilizados  para  el  diseño  del  pFS‐2  y  para  el  clonaje  de  las 
diferentes  proteínas  huéspedes.  Los  sitios  de  restricción  introducidos  por  PCR  en  las  secuencias 
amplificadas  se  señalan  en  cursiva.  Los  oligonucleótidos mutagénicos  se  indican mediante  (Mut)  y  las 












natural de  la RNA polimerasa del  fago T7. Todos  los cultivos se crecieron a 37°C hasta que se 




el  resto  de  proteínas,  el  protocolo  incluyó  la  adición  de  0,5%  del  detergente  Tween‐20  y  10 
pulsos  de  sonicación  de  10s  de  duración  cada  uno  de  ellos  a  4°C  (con  10s  de  espera  entre 
pulsos). Las proteínas recombinantes fueron purificadas mediante cromatografía de afinidad de 
Ni2+  utilizando  columnas  HisTrap  HP  (GE  Healthcare)  en  un  aparato  FPLC  (ÄKTA  Purifier,  GE 
Healthcare). El tampón usado fue 50mM de fosfato de sodio [pH 7,4]/500 mM NaCl + imidazol 
50 ó 500 mM para su unión a la columna y elución de la misma, respectivamente. Después de 
este  primer  paso  de  purificación  por  afinidad,  común  para  todas  las  proteínas,  se  hicieron 
etapas adicionales de purificación cuando se consideró necesario (como sigue): 
Para  la  proteína  pFS‐2  + α‐syn  (wt  y mutantes),  las  fracciones  de  proteína  purificada 
mediante afinidad de Ni2+ se concentraron y dializaron en PBS [pH 7,4] mediante ultrafiltración 
utilizando filtros Amicon 10K (Millipore). Después de un breve pulso de sonicación, las muestras 
se  purificaron  de  nuevo  por  cromatografía  de  afinidad  utilizando  columnas  Streptrap  HP  (GE 
Healthcare)  por  FPLC,  usando  PBS  [pH  7,4]  y  PBS  /  destiobiotina  2.5  mM  [pH  7,4],  como 
tampones  de  unión  y  elución,  respectivamente.  El  Strep‐tag  presente  en  el  C‐terminal  de  la 
construcción pFS‐2 se une a biotina, que se encuentra pegada a la columna. Para las proteínas 
pFS‐2 + Aβ42, pFS‐2 + Arc Aβ42, pFS‐2 + F19S/L34P Aβ42, pFS‐2 + Sup35NM, pFS‐2 + Q19/35/62 y 
pFS‐2  +  VAMP2,  se  llevó  a  cabo  una  cromatografía  de  exclusión  molecular  en  100  mM 
TrisHCl/1,25‐1,5 M de cloruro de guanidinio (GdmCl) [pH 7,5]. Esta concentración de GdmCl no 
desnaturaliza  ubi  o  I27  (Carrión‐Vázquez  et  al.  1999; Went  et  al.  2004),  lo  que  nos  permitió 
eliminar  contaminantes  presentes  que  co‐eluían  con  nuestra  proteína  recombinante  tras  la 
purificación por afinidad. La columna de exclusión molecular usada  fue una HiLoad 16/60 200 
PG  (GE  Healthcare),  y  los  procedimientos  de  purificación  fueron  similares  para  todas  las 
proteínas.  La  pureza  alcanzada  para  todas  ellas  fue  aproximadamente  de  un  90%,  estimado 
mediante  electroforesis  en  SDS‐PAGE  (no  mostrado).  Finalmente,  antes  de  realizar  los 
experimentos  de  SMFS,  las  fracciones  que  contenían  la  proteína  pura  fueron  de  nuevo 
concentradas  y  dializadas  en  10  mM  Tris  HCl/  5  mM  DTT  [pH  7,5]  o  PBS  [pH  7,4]  por 
ultrafiltración, utilizando filtros Amicon 10K (Millipore), hasta alcanzar una concentración de 2 a 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3 µM. En el caso de (I27)4‐Q20/36/51‐(I27)3, sólo se realizó una etapa de purificación de afinidad de 
Ni2+,  similar  a  la  descrita  anteriormente,  y  las  proteínas  se  almacenaron  entre  5  y  7  µM  en 
PBS/0,2 mM EDTA/ 1 mM DTT [pH 7,4] para su posterior análisis mediante SMFS. 
Para  las  proteínas  sin  marcador  de  poliproteína  (portador  +  huésped  o  NPs/VAMP2 
aisladas),  se  llevó  a  cabo  un  paso  de  cromatografía  de  exclusión  molecular  después  de  la 
purificación  por  cromatografía  de  afinidad  de  Ni2+,  utilizando  como  tampón  100  mM 
TrisHCl/1,25‐1,5 M GdmCl  [pH 7,5]. Todas estas proteínas presentaron una pureza  superior al 
90%  cuando  se  analizaron  por  SDS‐PAGE  (no  mostrado).  La  presencia  de  una  única  banda 
mediante PAGEs en condiciones no desnaturalizantes  (Gallagher 2001),  indicó  la existencia de 

























Los  cubreobjetos  funcionalizados  con  NTA‐Ni2+  también  pueden  ser  utilizados  para 
anclar  las  poliproteínas  basadas  en  pFS‐2  de manera  covalente,  debido  a  que  presentan  una 
cola de 6 resíduos de His en su extremo N‐terminal (Oroz et al. 2012). Para su preparación, los 
cubreobjetos se sumergieron o/n en primer lugar durante en una solución 20 N de KOH y luego 
se  colocaron  bajo  un  flujo  de  agua  MilliQ  durante  1  hora  antes  de  que  finalmente  fuesen 
incubados  en  una  solución  2%  de  3‐mercapto‐propil‐trimetoxisilano  (MPTS;  Sigma‐
Aldrich)/0,02%  CH3COOH  a  90°C  durante  1  hora.  Posteriormente,  se  lavaron  con  agua MilliQ 
durante 1 hora  y posteriormente  se  incubaron 15 minutos  en un horno a 120°C. Después de 
dejarlos  enfriar  a  temperatura  ambiente  (RT)  durante  aproximadamente  10  min,  los 










Todos  los  datos  se  obtuvieron  en  una  ventana  de  tiempo  de  20‐30  días  tras  la 





et  al.  2009)).  Las muestras  de  poliproteínas  se  usaron  a  unos  2 µM  (con  una  estequiometría 
inhibidor/proteína aproximadamente 4 veces mayor a la utilizada en Tomita et al. 2009. Para el 
péptido SV111  la  IC50 es 31,7 ± 0,8 µM, a una concentración de 25 µM de Aβ42  (Arslan et al. 
2010). La relación estequiométrica inhibidor/proteína utilizada fue  aproximadamente 30 veces 
mayor a la usada en Arslan et al. 2010.  
El  péptido  QBP1‐M8  (WKWWPGIF),  acetilado  en  el  grupo  amino  del  N‐terminal  fue 
sintetizado  en  el  servicio  de  proteómica  del  CBMSO/UAM‐CSIC mediante  síntesis  química  en 









Grupo Veeco Metrology,  y  Biolever, Olympus),  se  calculó  usando  el  teorema de  equipartición 
(Florin  et  al.  1995),  con  valores  experimentales  que  van  desde  35  hasta  70  pN/nm  para  las 
micropalancas de MLCT‐AUNM y aproximadamente 30 pN/nm para las micropalancas Biolever. 
Al  acercarse el posicionador piezoeléctrico a  la muestra en el  eje z  las proteínas, depositadas 
sobre  el  sustrato,  resultan  ancladas  por  adsorción  a  la  punta  de  la  micropalanca.  El 
piezoeléctrico  era  retraído  varios  cientos  de  nm  para  estirar  las  proteínas  previamente 
adsorbidas.  Todos  los  experimentos  de  SMFS  se  realizaron  a  una  velocidad  de  estiramiento 
constante de 0,4 nm/ms en el denominado modo “length clamp”  (ver Sección 1.3.2.1.2) y  los 
datos obtenidos se analizaron utilizando el software Igor Pro 6 (Wavemetrics). La elasticidad de 
las  moléculas  estiradas  se  analizó  utilizando  el  modelo  de  elasticidad  de  polímeros  WLC 
(Bustamante et al. 1994; Marko y Siggia 1995): 
 
















 b)  El  registro  debe  mostrar  varios  (idealmente  tres  o  más)  picos  de  fuerza 
atribuibles  al  desplegamiento  mecánico  de  repeticiones  de  ubi  utilizadas  como 









fuerza"  en  la  estrategia  de  la  proteína  portadora,  el  pico  de  fuerza  proveniente  del 










estos  eventos  son más  sencillos  de  identificar.  Para  obtener  aproximadamente  las  100 
moléculas  incluidas en el análisis  (por proteína y condición testada) que cumplían estos 
criterios, el número de intentos necesarios fue del orden de 50.000‐100.000.  
h)  En  el  caso  de  las  poliproteínas  (I27)4‐Q20/36/51‐(I27)3,  basándonos  en  la 
disposición de los módulos de I27 en la poliproteína (4 y 3 módulos flanqueando la región 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de  polyQs),  el  criterio mínimo  para  estar  completamente  seguros  de  que  la  región  de 












proteína  purificada  a  una  concentración  de  12,8 µM durante  30  días  a  37°C  sin  agitación  en 
presencia de 0,02% NaN3. Para la adquisición de imágenes por iAFM se utilizó una dilución 1:25 
de la proteína en tampón PBS [pH 7,4].  
La  imagen de  fibras  amiloides  tomada mediante  iAFM de ubi  + A53T α‐syn  se obtuvo 
mediante  la  incubación de  la muestra  (0,3 mM de una solución de proteína purificada en PBS 
[pH  7,4]  +  0,02%  NaN3)  durante  51  días  a  37°C  sin  agitación.  En  primer  lugar,  se  tomaron 
imágenes control de mica recién exfoliada en presencia de PBS (utilizando micropalancas MLCT‐
AUNM). Después de confirmar que la superficie estaba limpia, plana, y apta para adquisición de 
imágenes,  se  tomó  una  alícuota  de  20  µl  de  la  muestra  (tras  resuspender  suavemente  el 
precipitado formado), se depositó sobre mica seca y se dejó adsorber durante 15 min. La gota 
se secó mediante la aplicación de un flujo muy suave de N2 y luego se rehidrató con tampón PBS 
[pH  7,4]    en  la  cámara  de  fluido  del  AFM.  El  procedimiento  fue  idéntico  al  utilizado 
anteriormente para tomar imágenes mediante iAFM de fibras amiloides de α‐syn (Conway et al. 
1998).  Las  imágenes  fueron  adquiridas  en  el  modo  dinámico  de  adquisición  de  imágenes 
(Valbuena et al. 2007). 







10 mM KH2PO4  [pH  4,7],  se  obtuvieron  a  20°C  en  un  espectropolarímetro  JASCO‐J810  (JASCO 
Inc.) equipado con una unidad Peltier de control de temperatura y utilizando cubetas de cuarzo 
de 1 mm de paso óptico, tal como se describe en Varea et al. 2004. La contribución del tampón 
fue  sustraída  de  los  datos  experimentales  y  los  espectros  corregidos  fueron  convertidos  a 
elipticidad  molar  ([θ]),  utilizando  las  masas  moleculares  promedio  por  residuo,  usando  el 
software Spectra Manager (Jasco Inc.). Después de registrar el primer espectro de proteína con 
muestras  recién  purificadas  y  mantenidas  a  4°C  (considerado  como  día  0),  la  proteína  fue 
incubada a 37°C sin agitación en presencia de 0,02% NaN3, y se obtuvieron espectros adicionales 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en los días 2, 5 y 7 con el fin de analizar los cambios estructurales experimentados por la NP y la 
proteína usada como control VAMP2 durante el tiempo de incubación. También se monitorizaron 
los  cambios  estructurales  sufridos  por  las  NPs  (y  VAMP2)  después  de  incubar  las muestras  en 
presencia  de  QBP1  o  SV111,  a  una  concentración  de  20  µM  y  100  µM  respectivamente.  La 
concentración  final  de DMSO en  las muestras  que  contenían QBP1  se mantuvo  por  debajo  de 
0,01%  (Yoshitaka Nagai,  comunicación personal) para evitar  la  interferencia del DMSO con  las 
medidas  de  θ.  El  contenido  de  estructura  secundaria  de  cada  proteína  y  su  evolución  en  el 
tiempo  se  estimó  por  deconvolución  de  espectros  utilizando  el  programa  de  análisis  CDNN 









Las  medidas  de  DSC  se  realizaron  sólo  en  construcciones  basadas  en  ubi  (α‐syn  y 
mutantes) debido a  su alta estabilidad  térmica  (Wintrode et al.  1994), que  la hace  inadecuada 
para  realizar  medidas  de  estabilidad  térmica  mediante  CD.  Las  concentraciones  de  proteína 
variaron  desde  35  hasta  99  µM  en  10  mM  glicina/ácido  acético  [pH  3,0];  pH  en  el  que  la 
estabilidad de ubi se encuentra reducida respecto a un pH más fisiológico.  
Los  experimentos  de  DSC  fueron  llevados  a  cabo  en  un  microcalorímetro  VP‐DSC 
(MicroCal, LLC), en el que las muestras se escanearon desde 10°C hasta 115°C a una velocidad de 











mM)  se  dializaron  contra  10  mM  KH2PO4  [pH  de  4,6  a  4,7]  +  10%  de  D2O.  Las  medidas  se 
realizaron a 25°C usando un espectrómetro Bruker AV 800 (Bruker BioSpin) equipado con una 
criosonda  con  un  gradiente  en  el  eje  z.  La  temperatura  se  calibró  utilizando  una muestra  de 
etanol  y  la  señal del  grupo  trimetilo del  sodio 2,2‐dimetil‐2‐silapentane‐5‐sulfonato  [(CH3)3‐Si‐
CH2‐CH2‐CH2‐SO3‐Na
+]  (DSS)  se  utilizó  como  referencia  interna  del  desplazamiento  químico 
(Markley  et  al.  1998).  Para  reducir  la  señal  de  agua  presente  en  la  muestra,  se  utilizó  pre‐
saturación selectiva o un módulo WATERGATE (Piotto et al. 1992). El tiempo de mezcla para los 
experimentos  1H  2D  NOESY  fue  de  100  ms.  Los  espectros  fueron  analizados  mediante  el 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Las  muestras  de  proteínas  de  fusión  mínima  o  NPs/VAMP2  aisladas,  en  presencia  o 
ausencia  de  20  μM  QBP1  o  100  μM  SV111,  se  incubaron  durante  20‐30  días  a  37°C  a  una 
concentración de entre 10 a 40 μM en 10 mM Tris HCl [pH 7,5] en presencia de 0,02 % NaN3 y 
sin  agitación.  Con  el  fin  de  comprobar  la  capacidad  de  formación  fibras  amiloides  a  la 
temperatura  a  la  que  las  proteínas  se  almacenan  antes  de  los  experimentos  de  SMFS  (4°C), 
muestras de Sup35NM,  I27 + Sup35NM y pFS‐2 + Sup35NM fueron  incubadas a 20 μM en 10 
mM Tris HCl [pH 7,5] + 0,02 % NaN3 y sin agitación durante 29 días a 4°C. 
 El  péptido  sintético  aislado  Aβ42  se  compró  a  Shangai  RD  Biosciences  LTD.  Para  los 
ensayos de fibrilogénesis, los monómeros de partida se prepararon disolviendo 4,0 mg Aβ42 en 
800  μl  de  hexafluoro‐2‐propanol  (HFIP)  durante  10‐20  min  a  RT.  La  solución  resultante  fue 











Para  todos  los  casos  mencionados,  se  adsorbieron  10  μl  de  varias  diluciones  de  la 
muestra  (con  concentraciones  de  0,45  a  4,5  μM)  sobre  rejillas  de  cobre  de  300  mallas 
recubiertas  de  carbono  (Ted  Pella)  y  fueron  sometidas  a  tinción  negativa  usando  1‐2%  de 
acetato de uranilo  (previamente  filtrado para  evitar  los  posible  agregados  formados)  durante 
30s,  como  se  describe  en  Chen  et  al.  2009.  Las  rejillas  recubiertas  de  carbón  se  ionizaron 
inmediatamente antes de ser usadas con el fin de aumentar su hidrofilia utilizando un aparato 
Emitech  K100X  (Quorum  Technologies).  La  formación  de  fibras  amiloides  se  analizó  en  un 
microscopio electrónico JEOL 1200EX II (Jeol Limited) equipado con una cámara CCD Megaview 






y proteínas aisladas a una  concentración de 12.5‐50 μM en 10 mM Tris HCl  [pH 7,5]  + 0,02% 
NaN3,  y  de  (I27)4‐Q20/36/51‐(I27)3  a  10  μM  en  PBS/EDTA  0,2 mM/1 mM  DTT  [pH  7,4]  +  0,02% 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NaN3, se incubaron a 37°C sin agitación en presencia o ausencia de 20 μM QBP1 o 100 μM de 
SV111.  El  proceso  de  agregación  de  las  muestras  se  monitorizó  indirectamente midiendo  su 















estudio  se  realizó  utilizando  “Predictores  de  Regiones Naturalmente Desordenadas” VL‐XT  y 
VL3  (Predictor Of Naturally Disordered Regions, PONDR, Molecular Kinetics). Estos predictores 
clasifican cada residuo de una secuencia determinada como ordenado o desordenado. PONDR 







































































La  caracterización  inequívoca  de  IDPs  no  fibrilogénicas  por  SMFS  se  ha  realizado 
previamente aplicando una estrategia de poliproteínas clásica. Dicha estrategia  supone el uso 
de  poliproteínas  flanqueantes  “en  serie”  de  la  proteína  de  interés  y  mediante  ella,  se  ha 
demostrado que  IDPs sin capacidad de agregar  formando estructuras amiloides, presentan un 
patrón de estiramiento‐desplegamiento que no presenta picos de  fuerza,  como es es  caso de 
PEVK de titina (Li et al. 2001) , N2B de titina (Li et al. 2002; Watanabe et al. 2002) y VAMP2 en la 
presente tesis. 
Sin  embargo,  las  NPs  implicadas  en  neurodegeneración,  como  parte  de  las  IDPs 
fibrilogénicas, plantean un desafío adicional ya que son moléculas cuyos monómeros fluctúan 
entre  distintas  conformaciones  y  que  por  tanto  presentan  un  importante  polimorfismo 
conformacional mecánico que incluye especies de muy baja estabilidad mecánica (Sandal et al. 
2008; Brucale et al. 2009; Wegmann et al. 2011). En el modo length‐clamp de SMFS, los picos de 
fuerza  en  los  espectros  fuerza‐extensión  aparecen  generalmente  ordenados  en  orden 
jerárquico  de  menor  a  mayor  valor  de  estabilidad,  por  lo  que  los  confórmeros  de  NPs  con 
valores  bajos  de  estabilidad,  menor  que  la  del  marcador  de  molécula  individual  usado, 
normalmente  I27  (Carrión‐Vázquez  et  al.  1999)  o  ubi  (Carrión‐Vázquez  et  al.  2003),  serán 
recogidos  en  la  zona  proximal  de  los  registros.  Esta  zona  del  registro  es  propensa  a  estar 
“contaminada”  por  picos  de  fuerza  provenientes  de  interacciones  inespecíficas  no  deseadas 
como eventos de desanclaje de diferentes partes del sistema (punta y/o sustrato) y eventos que 
no  corresponden  a  moléculas  individuales,  sino  a  múltiples  moléculas  en  paralelo  (Sección 
1.3.2.1.2, Fig. 1‐16). Todo ello genera un espectro fuerza‐extensión muy complejo, difícilmente 
analizable.  Este problema  también ha estado presente en el  análisis  de  IDPs no  fibrilogénicas 
tipo  N2B  y  PEVK  y  en  cualquier  proteína  en  general,  sin  embargo,  dado  que  las  NPs  no 
presentan  un  patrón  de  desplegamiento  definido,  sino  que  producen  picos  de  fuerza  de 
diferente  magnitud  con  valores  variables  de  ΔLc,  el  uso  de  poliproteínas  flanqueantes 
combinado con la medida del ΔLc, constituyen una condición necesaria, pero no suficiente para 
la identificación inequívoca de moléculas individuales. 
Por  tanto,  teniendo en  cuenta el  comportamiento polimórfico que presentan  las NPs, 
no es de extrañar que en los escasos estudios de SMFS previos sobre NPs no se haya extraído 
información directa sobre la proteína de interés; polyQs, (Dougan et al. 2009), o se hayan visto 
obstaculizados  por  la  posible  existencia  de  ruido  contaminante;  α‐syn,  (Sandal  et  al.  2008; 
Brucale et al. 2009) y tau (Wegmann et al. 2011). Dichos estudios adolecen de tres problemas 
graves  que  podrían  estar  interfiriendo  con  los  resultados  obtenidos,  contaminando  las 
conclusiones  que  de  ellos  se  desprenden.  En  primer  lugar,  en  ellos  se  utiliza  una  estrategia 
basada  en  poliproteínas  estándar,  donde  las  repeticiones marcadoras  de molécula  individual, 
I27,  fueron  fusionadas  a  la  NP  bajo  estudio,  por  lo  que  los  datos  obtenidos  en  los  espectros 
fuerza‐extensión  se  pueden  encontrar  contaminados  en  la  región  proximal,  poniendo  así  en 
peligro  la  fiabilidad  de  los  mismos.  En  segundo  lugar,  el  comportamiento  amiloidogénico 
natural de la NP fusionada a la poliproteína no fue testado, pudiendo comportarse de  





dichos  estudios  no  se  aportaron  pruebas  convincentes  que  demostraran  que  los  datos 
presentados se originasen bona fide a partir de  interacciones  intramoleculares. Ppor tanto, no 




existencia  de  un  rico  polimorfismo  conformacional  mecánico  en  el  monómero  de  las  NPs 
estudiadas, que a su vez está relacionado con el proceso de amiloidogénesis y neurotoxicidad. 
Sin  embargo,  el  camino  para  conseguirlo  ha  sido  largo  y  no  ha  estado  exento  de  problemas. 
Como primera aproximación experimental utilizamos la estrategia estándar en serie. Para ello, 
se  construyeron poliproteínas heteroméricas que  constaban de  tractos de polyQ de diferente 
longitud, Q20, Q36 y Q51, flanqueados por un par de residuos de K seguido de repeticiones de I27 
de titina cardíaca humana como poliproteína marcador de monomolecularidad  (Fig. 4‐1a). Sin 
embargo,  como  se  ha  discutido  anteriormente,  gran  parte  de  los  registros  obtenidos 
presentaban pequeños picos de fuerza en la región proximal de difícil interpretación (Fig. 4‐1b, 
derecha), similar a lo descrito previamente para α‐syn (Sandal et al. 2008; Brucale et al. 2009). 
Por  tanto,  no  se  podía  descartar  la  posibilidad  de  que  los  picos  de  fuerza  observados 
procediesen  de  interacciones  inespecíficas  en  lugar  del  desplegamiento  de  estructuras 
formadas por las polyQs. Los residuos de K a ambos lados de la NP se han utilizado previamente 
con  éxito  para  mejorar  la  solubilidad  de  polyQs  ya  que  las  repulsiones  electrostáticas 




secuencias  flanqueantes  de  polyQs  ha  sido  ampliamente  documentado  (Perutz  et  al.  1994; 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se mostraron a  la derecha. Dado que estos picos de  fuerza  se encuentran en  la  región proximal de  los 
espectros,  frecuentemente contaminada, no se puede demostrar de manera  inequívoca que provengan 
de  verdaderos  confórmeros M  del monómero  de  NP.  c)  Turbidimetría  de  (I27)4‐Qn‐(I27)3 monitorizada 
mediante absorbancia a 405 nm durante el período de incubación a 37°C. La falta de turbidez sugiere una 
incapacidad  de  agregar  de  dichas  construcciones  (Nagai  et  al.  2000;  Nagai  et  al.  2007).  d)  Imagen  de 
(I27)4‐Q51‐(I27)3  obtenida  por  TEM después  de  28  días  de  incubación  de  la muestra  a  37°C  (izquierda), 
donde  no  se  observaron  fibras  amiloides.  La  imagen  fue  adquirida  a  30.000×  y  la  barra  de  escala 
corresponde a 1 μm. Imagen de (I27)4‐Q51‐(I27)3 obtenida por iAFM después de 30 días de incubación de 
la  muestra  a  37°C  (a  la  derecha)  en  la  que  tampoco  se  observaron  fibras  amiloides.  La  imagen  fue 
adquirida  usando  el modo dinámico  de  imagen  en medio  líquido  como  se  describe  en Valbuena et  al. 
2007. La barra de escala corresponde a 0,5 μm. 
 
Por  otro  lado,  la  realización  de  controles  de  agregación/amiloidogénesis  debe  ser  un 
prerrequisito siempre que otra proteína sea fusionada a una NP (Sambashivan et al. 2005; Teng 
y  Eisenberg  2009;  Zhao  et  al.  2011)  ya  que  es  necesario  demostrar  que  la  NP  conserva  su 
capacidad natural de comportarse como una proteína amiloidogénica. Sin embargo, el enfoque 





Con estos datos podemos  concluir que  la NP  flanqueada es  incapaz de agregar  y,  por 
tanto,  probablemente  los  picos  de  fuerza  que  se  obtuvieron  (Fig.  4‐1b),  fuesen  debidos  a 
interacciones  inespecíficas.  Para  poder  obtener  datos  limpios  y  fiables,  a  partir  de 






Para  superar  los  problemas  mencionados,  decidimos  abandonar  el  enfoque 









en  nanomecánica  de  proteínas  (ver  sección  de  Materiales  y  Métodos).  En  esta  estrategia 
“portador‐huésped”,  la  proteína  huésped  (IDPs  en  esta  tesis),  se  encuentra  protegida 
mecánicamente en el interior del portador (Fig. 4‐2a). Por ello, la proteína huésped comenzará 
a sentir la fuerza siempre después que se haya desplegado el módulo portador y, por tanto, su 
señal  de  aparecerá  lejos  de  la  región  ruidosa  proximal  de  los  espectros  fuerza‐extensión,  a 
diferencia  de  los  trabajos  citados  anteriormente  (Sandal  et  al.  2008;  Brucale  et  al.  2009; 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Wegmann et al. 2011) y de nuestra propia estrategia  inicial  (Fig. 4‐1b). Además, el vector pFS 
original  incorporaba un  fragmento de una  IDP no amiloidogénica, el polipéptido N2B de titina 
cardíaca humana, que no ofrece resistencia al estiramiento (Li et al. 2002), que actúa como un 
puente espaciador de  la zona proximal de  los espectros,  zona generalmente contaminada por 
interacciones inespecíficas (ver Sección 1.3.2.1.2), evitando así la posible contaminación de los 
datos.  
Con  el  fin  de  demostrar  que  la  inserción  de  una  proteína  cualquiera  dentro  de  un 
modulo portador no modifica  las propiedades mecánicas del huésped, se  insertó dentro de  la 
ubi usada  como portadora un módulo de  I27,  cuyas  las propiedades nanomecánicas han  sido 
ampliamente  estudiadas  por  SMFS.  En  la  Figura  4‐2d,e  se  observa  que  sus  propiedades 
mecánicas  no  se  encuentran  alteradas,  y  el  I27  insertado  presenta  unos  valores  de  Fu  e ΔLc 
totalmente  comparables  a  los  reportados  en  la  bibliografía  cuando es  estirado  sin  protección 
mecánica (Carrión‐Vázquez et al. 1999). En consecuencia, podemos asumir razonablemente que 




Figura  4‐2.  Estrategia  de  la  proteína  portadora  basada  en  el  pFS‐2.  a)  Arriba:  Representación  de  la 
estructura de ubi (código PDB 1D3Z, izquierda) y ubi + MCS (derecha). El MCS está insertado en bucle AB 
entre  los  residuos T9 y G10. Dicho MCS se compone de 14 aminoácidos y contiene sitios de restricción 
para  las enzimas AgeI, BsiWI,  SmaI y MluI.  Las estructuras atómicas  fueron visualizadas  con VMD 1.8.6 
(Humphrey  et  al.  1996).  Abajo:  Representación  esquemática  de  la  poliproteína  pFS‐2. b) Western  blot 
para  seguir  la  inducción  de  la  expresión  de  la  poliproteína  pFS‐2  clonada  en  el  vector  pRSETA 
(Stratagene).  La masa molecular  nominal  de  la  poliproteína  es  de  82  kDa,  de  acuerdo  con  ProtParam 
(izquierda).  Tras  la  purificación de  la  poliproteína  recombinante  pFS‐2,  se  observó una  sola  banda  tras 
tinción  con  Coomassie  e  igualmente  en Western  Blot  usando  dos  anticuerpos  diferentes  (derecha).  c) 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más  grande  de  lo  normal  debido  a  la  inserción  del  MCS  y  el  I27  plegado  en  su  interior.  El  recuadro 
muestra una representación de ubi + I27 (I27 en la parte superior; código PDB 1TIT), visualizado por VMD 
1.8.6. e) El análisis de los valores de ΔLc de los elementos de esta construcción (izquierda) muestra que los 
valores de desplegamiento para  la ubi marcadora  (parte  inferior), ubi portadora  (medio) e  I27 huésped 
(parte superior) se conservan. Histogramas de Fu de los distintos módulos de la construcción (en el mismo 
orden, derecha). Ambos histogramas muestran que  la estrategia de  la proteína portadora no altera  las 
propiedades  mecánicas  de  los  módulos  implicados.  Todas  las  distribuciones  fueron  normalizadas  y 
ajustadas a una gaussiana. 
 
Como  consecuencia,  esta  estrategia  se  empleó  para  estudiar  cuatro  IDPs 
amiloidogénicas, tres NPs humanas representativas (diferentes longitudes de polyQs, Aβ42 y α‐
syn) y un prion de levadura que ha sido ampliamente utilizado como modelo de prion humano 
(Sup35NM, que a  lo  largo del  texto  será  tratado como una NP más).  Estas NPs pertenecen al 
grupo de  las  IDPs amiloidogénicas (Uversky y Dunker 2010), y están íntimamente relacionadas 
con  las  enfermedades  neurodegenerativas  más  representativas:  enfermedades  causadas  por 
expansión  del  triplete  CAG  (polyQs,  trastornos  familiares  tales  como  la  enfermedad  de 
Huntington y diferentes ataxias espinocerebelosas), enfermedad de Alzheimer, enfermedad de 
Parkinson,  y  las  enfermedades  priónicas,  respectivamente  (Chiti  y  Dobson  2006;  Uversky  y 
Dunker 2010). Todas estas NPs, incluyendo Aβ (LaFerla et al. 2007), se encuentran en el interior 
celular  y  por  tanto,  son  susceptibles  de  constituir  potenciales  sustratos  de  la  maquinaria  de 
procesamiento  proteico  de  la  célula  (Hinault  et  al.  2006),  lo  que  implica  que  su  estabilidad 
mecánica  es  un  factor  importante  a  tener  en  cuenta  (ver  Sección  1.3.1).  Adicionalmente,  y 
como  control  negativo,  se  analizó  una  IDP  no  amiloidogénica,  el  fragmento  citoplásmico  de 
VAMP2 (Hazzard et al. 1999). 
Antes de comenzar a  realizar un análisis nanomecánico exhaustivo por SMFS de estas 








Una de  las  premisas  esenciales  para  llevar  a  cabo el  análisis  de  SMFS basado en  esta 
estrategia es que resulta esencial que la integridad de la proteína portadora se mantenga, al 
menos en un número considerable de moléculas, para así poder detectar su desplegamiento en 
SMFS, momento  a  partir  del  cual  la  proteína  incorporada  en  su  interior  comienza  a  sentir  la 
fuerza. Por tanto, se examinó  la estructura y estabilidad térmica del portador tras  la  inserción 
de  la  IDP.  Nuestros  resultados  muestran  que,  aunque  su  estabilidad  termodinámica  se 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encuentra  reducida  al  insertar  el  huésped  (Fig.  4‐3),  la  proteína  portadora  se  mantiene 
esencialmente  plegada  (Fig.  4‐4  y  4‐5).  Estudios  previos  en  otras  proteínas  han  reportado 
resultados  similares;  la  inserción  de  una  región  de  polyQs  supone  una  disminución  en  la 
estabilidad termodinámica de mioglobina (Tanaka et al. 2001), mientras que la RNasa conserva 


















de  van't  Hoff  (ΔHvH)  derivaron  directamente  del  ajuste,  mientras  que  el  cambio  de  entropía  de 




Schellman  1987).  El  valor  de  ΔS  utilizado  fue  193  cal∙mol‐1∙K‐1,  que  es  el  valor  medio  de  todas  las 
variantes.  La  reversibilidad del proceso de desnaturalización se determinó mediante  la comparación de 
espectros de proteínas nativas, antes de su desnaturalización inducida térmicamente, con los obtenidos 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después de volver a enfriar rápidamente  las muestras calentadas. Todas  las muestras analizadas fueron 
reversibles,  con  la  excepción  de  I27‐MCS.  En  este  caso,  el  residuo  de  prolina  insertado  en  el  bucle 
interfiere con el plegamiento de la proteína como ocurre en otros casos descritos (Pradeep et al. 2006). b) 




A53T α‐syn  en  la  ubi  portadora  aumenta  significativamente  la  entalpía  de desnaturalización  cuando  se 
compara con la inserción de α‐syn wt. Además, la relación entre ΔHcal, y ΔHvH es superior a la unidad, lo 
que  sugiere  una  tendencia  hacia  la  formación  de  intermedios  durante  el  desplegamiento.  Este  efecto 
desaparece después de la adición de un exceso de QBP1 (50 µM) en ubi + A53T α‐syn, desnaturalizándose 
siguiendo un modelo de dos estados. La reversibilidad de  las transiciones térmicas fue evaluada por re‐
calentamiento  de  las  muestras  previamente  calentadas  y  enfriadas.  La  variación  de  la  velocidad  de 


















muestras purificadas  (derecha).  Los  espectros de CD  indican que  tanto Q19  como Q35  fusionados  al  I27 
portador permanecen como conformaciones desordenadas a día 0 ([θ] = elipticidad molar por residuo). 
La deconvolución de los espectros tomados a diferentes tiempos de incubación indica que QBP1 reduce el 
incremento de contenido de estructura β en  I27 + Q35 b) Espectros de CD en el UV  lejano  (izquierda) y 
estimación del contenido de estructura β durante un período de incubación de VAMP2 a 37°C (derecha). 
Considerando que el error experimental es aproximadamente de 1% Δβ, no se observó ningún aumento 
significativo de  estructura β  para  ninguna de  estas  construcciones.  c)  Espectros  de CD en  el UV  lejano 
(izquierda) y estimación del contenido de estructura β  durante un período de incubación de Aβ42 a 37°C 
(derecha).  F19S/L34P  Aβ42  no  sufre  transiciones  estructurales  durante  la  incubación  a  37°C,  y  la 
presencia  de  los  péptidos  QBP1  y  SV111  no  parece  tener  ningún  efecto  (derecha),  de  acuerdo  con 
nuestros resultados de SMFS (véase Fig. 4‐14). d) Espectros de CD en el UV lejano (izquierda) y estimación 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del contenido de estructura β durante un período de incubación de α‐syn a 37°C (derecha). El módulo ubi 
muestra un espectro típico de una proteína α/β (Radley et al. 2003), mientras que los distintos espectros 
de  α‐syn  (wt  y  mutantes)  presentan  características  de  ovillo  estadístico  (RC,  del  inglés  Random  Coil, 
Weinreb et al. 1996). Los espectros de las construcciones portador + huésped están correlacionados con 
la  suma  ponderada  de  los  espectros  del  portador  y  el  huésped,  teniendo  en  cuenta  la  contribución 
relativa  de  las  respectivas  secuencias  en  la  proteína  de  fusión  (no  mostrado).  Esto  indica  que  α‐syn 
insertada en ubi sigue siendo esencialmente desordenada. La presencia de membranas se mimetizó con 
el uso de 1mM del detergente SDS y tanto α‐syn aislada como dentro de ubi adopta una conformación α‐
helicoidal,  como  previamente  se  había  descrito  mediante  CD  y  RMN  (Ulmer  et  al.  2005).  α‐syn  (wt  y 
mutantes,  tanto  aisladas  como  fusionadas  a  ubi)  adquieren  estructura β  durante  la  incubación  a  37°C, 
efecto que se suprime o se ve disminuído en presencia de QBP1 (derecha). e). Espectros de CD en el UV 
lejano  (izquierda)  y  estimación  del  contenido  de  estructura  β  durante  un  período  de  incubación  de 
Sup35NM a 37°C (derecha). Los espectros de CD indican que Sup35NM permanece desordenado cuando 






6e,  4‐7  y  4‐9e).  QBP1  (20  μM)  inhibe  el  proceso  de  oligomerización,  reduciendo  la  formación  de 




La  espectroscopía  1D  1H  y 2D 1H NOESY  NMR muestra  evidencias  concluyentes  que 
indican la presencia de proteína portadora completamente plegada en todas las preparaciones 
(Fig. 4‐5), aunque, en algunas muestras, una fracción significativa de proteína portadora parecía 
encontrarse  desnaturalizada.  Cabe  destacar  que  los  portadores  que  están  desplegados  no 























Figura  4‐5.  Análisis  por NMR de  las  proteínas  de  fusión mínimas  y  proteínas  aisladas.  a)  1H NMR de 
polyQs.  Izquierda,  espectros  1D  completos;  derecha,  zoom  de  la  región  HN,  donde  se  encuentran 
asignadas resonancias representativas de la fracción de I27 (Improta et al. 1996). El espectro de I27‐MCS 
(parte  superior)  es muy  similar  al  de  I27 wt  completamente plegado  (Improta et  al. 1996),  y  exhibe  la 
típica extensa dispersión de desplazamientos químicos de proteínas plegadas. En las construcciones que 
contienen Q19 (en el centro, rojo) o Q35 (abajo, verde), el espectro de I27‐MCS se mantiene. Dado que el 
desplazamiento  químico  1H  es  exquisitamente  sensible  al  entorno  local,  estos  datos  indican  que  la 
estructura del esqueleto nativo de I27 se mantiene cuando Q19 o Q35 son insertados. A su vez, aparecen 
señales  finas  en  las  construcciones  que  contienen  Q19  o  Q35,  que  son  asignadas  a  las  resonancias  del 
residuo de glutamina: HN del esqueleto, 8,4 ppm; cadena  lateral H2N, 7,50 y 6,84; Hα, 4,3; Hγ, 2,3; Hβ, 
2,1,  y  Hβ  ',  2,0  ppm,  similares  a  valores  de  desplazamiento  químico  de  referencia  de  Q  en  una 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conformación  RC  (Wishart  et  al.  1995),  indicando  que  los  segmentos  de  polyQs  permanecen 
desordenados cuando son insertados en I27. Los experimentos de CD y RMN no se llevaron a cabo para 





espectro de  I27 + VAMP2  (parte  inferior,  rojo),  lo que  indica que  I27 permanece plegado mientras que 
VAMP2 se encuentra desordenado en la construcción I27 + VAMP2. c) 1H NMR de Aβ42. Las señales del 
I27 portador  (superior,  negro),  son  retenidas  con  variaciones muy pequeñas en  las  construcciones que 
llevan insertado el Aβ42 (rojo), Arc Aβ42 (verde) y F19S/L34P Aβ42 (parte inferior, rojo oscuro), indicando 






α‐syn es similar cuando se encuentra aislada o  insertada en ubi y no se producen  interacciones  fuertes 










del  espectro  I27  +  Sup35NM  es  más  evidente  que  el  observado  para  las  otras  proteínas  huéspedes 
analizadas,  probablemente debido a que es  la  inserción más grande analizada  y/o por  la  formación de 
oligómeros  y  agregados,  inferidos  por  CD  en  la  Figura  4‐4e.  f)  Para  confirmar  la  preservación  de 
estructura  nativa  de  los  módulos  portadores  ubi  e  I27  en  las  construcciones  portador  +  huésped,  se 
registraron espectros 2D 1H NOESY para aquellos casos donde la estabilidad termodinámica del portador 
se encontraba más comprometida: I27 + VAMP2 (1), ubi + A53T α‐syn (2) e I27 + Sup35NM (3). En todos 
los  casos,  las  señales  derivadas  del  empaquetamiento  de  grupos  alifáticos  y  aromáticos  del  núcleo 
hidrofóbico nativo de ubi e  I27  fueron observadas y asignadas  rigurosamente, permitiéndonos  concluir 
que  la  conformación  nativa  de  los  portadores  se  mantiene  preservada  cuando  albergan  IDPs  en  su 
interior. 
 
Por  tanto,  a  pesar  de  la  disminución  en  estabilidad  termodinámica  del  portador 
mostrada  en  la  Figura  4‐3,  podemos  concluir  que  los  portadores  mantienen  inalterada  su 
estructura  terciaria  gblobal,  en  base  a  las  medidas  de  CD  en  el  UV  lejano  (Fig.  4‐4)  y  los 




Portador Huésped n Fu (x ± SD) (pN) 
Q19 NM (n= 111) 149 ± 62 
NM (n= 95) 156 ± 51 Q35 M (n= 5) 180 ± 11 
NM (n= 99) 200 ± 36 Q62 M (n= 8) 212 ± 36 
I27 
Q62 + QBP1 NM (n= 120) 169 ± 89 
  M (n= 4) 137 ± 10 
















de  Fu  de  los  portadores  indica  una  disminución  significativa  en  la  estabilidad mecánica  de  los mismos  tras  la 
inserción de las distintas proteínas huéspedes (adoptando tanto conformaciones NM como M), en comparación 
con los portadores nativos sin modificar (204 ± 26 pN para I27 (Carrión‐Vázquez et al. 1999) y 203 ± 35 para ubi 
(Carrión‐Vázquez  et  al.  2003),  para  una  velocidad  de  estiramiento  similar  a  la  utilizada  en  nuestros 




La  capacidad de  las proteínas de  fusión mínimas generadas  tanto para agregar,  como 
para adquirir estructura β  con el tiempo, ambas características propias de las NPs, fue testado 
mediante diferentes aproximaciones: 
 En primer  lugar,  se  llevó  a  cabo un  análisis mediante CD  para  estimar  cambios  en el 
contenido  de  estructura  β  tras  la  incubación  de  las  diferentes  muestras  a  37°C  a  diferentes 
tiempos  (0, 2, 5,  y 7 días), obteniendo como resultado el  siguiente comportamiento  (Fig. 4‐4, 
derecha);  A  día  0  las  NPs  se  comportan  fundamentalmente  como  un  RC  y  con  el  tiempo 
incrementan  su  contenido  de  estructura β.  QBP1  es  capaz  de  reducir  la  adquisición  de  dicha 
estructura  en  todas  ellas,  a  excepción  de  Aβ42.  Su  agregación,  sin  embargo,  resultó  inhibida 
tanto por el péptido SV111, tal y como se describió anteriormente (Arslan et al. 2010), como por 
una doble mutación que lo convierte en un péptido anti‐amiloidogénico (Wurth et al. 2002). Por 
otro  lado,  α‐syn,  tanto  sola  como  fusionada  a  la  proteína  portadora,  mostró  estructura  α‐
NM (n= 78) 128 ± 64 
Aβ42 
M (n= 38) 125 ± 76 
NM (n=39) 119 ± 69 
Arc Aβ42 
M (n=63) 116 ± 96 
NM (n=46) 128 ± 51 Arc Aβ42 + QBP1 
M (n=62) 110 ± 71 
NM (n=89) 133 ± 77 Aβ42 + SV111 
M (n=39) 156 ± 78 
F19S/L34P Aβ42 NM (n=396) 174 ± 43 
NM (n=37) 146 ± 30 Sup35NM 
M (n=62) 141 ± 79 
NM (n=73) 125 ± 78 
Sup35NM + QBP1 
M (n=27) 122 ± 61 
 
VAMP2 NM (n=188) 152 ± 50 
VAMP2 NM (n=234) 149 ± 48 
NM (n=54) 149 ± 115 α-syn 
M (n=44) 155 ± 35 
NM (n=41) 161 ± 90 A30P α-syn 
M (n=51) 115 ± 91 
NM (n=38) 117 ± 67 A53T α-syn 
M (n=58) 121 ± 94 
NM (n=224) 182 ± 56 
ubi 
A53T α-syn + QBP1 
M (n=35) 187 ± 98 
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helicoidal en presencia de micelas de SDS (Fig 4‐4d, izquierda), mimetizando el comportamiento 
natural de α‐syn al interaccionar con la membrana celular (Ulmer et al. 2005). 
Actualmente,  la  agregación  de  las  NPs  insertadas  en  el  portador  fue  monitorizada 
indirectamente por análisis de turbidez a 405 nm (Fig. 4‐6) y más específicamente, la formación 
de componente amiloide fue cuantificada mediante ensayos de unión al colorante Rojo Congo, 
confirmando que  la agregación observada en pruebas  turbimimétricas era  fundamentalmente 
amiloidogénica  (Fig.  4‐7,  izquierda).  Los  agregados  amiloides  unidos  al  colorante  Rojo  Congo 
mostraron  la  fluorescencia  típica bajo un microscopio óptico  invertido Leica DMI6000B  (Leica 









Figura  4‐6.  Análisis  por  turbidimetría  de  las  proteínas  de  fusión  mímina  y  proteínas  aisladas.    a) 
Agregación  de  muestras  de  polyQs  monitorizado  por  turbidimetría  a  405  nm  durante  el  período  de 
incubación indicado a 37°C. Sólo las muestras de I27 + Q35 e I27 + Q62 mostraron agregación. QBP1 inhibió 
la capacidad de agregar de ambas, como fue descrito anteriormente para thio‐Q62 (Nagai et al. 2000). b) 
Como  era  de  esperar  dada  su  naturaleza  no  amiloidogénica,  VAMP2  no  agregó  bajo  ninguna  de  las 
condiciones  estudiadas  (Hazzard  et  al. 1999).  c)  Agregación  de  I27  +  Aβ42  (wt  y  variantes)  durante  el 
período de  incubación  indicado  a  37°C.  La  presencia  de QBP1 no  afectó  la  agregación de Aβ42.  Por  el 
contrario, el péptido SV111 inhibió  la agregación de I27 + Aβ42, como se demostró anteriormente para 
Aβ42  aislado  (Arslan et  al.  2010).  F19S/L34P Aβ42  contiene  dos mutaciones  puntuales  que  impiden  la 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Figura 4‐7. Ensayo de unión de Rojo Congo. Concentración  (μM) del  colorante Rojo Congo unido a  los 
agregados amiloides formados por  las NPs (panel superior), calculada a través del efecto batocrómico / 
hipercrómico  observado  en  los  espectros  de  absorción  tras  la  unión  específica  del  colorante  a  los 
agregados amiloides formados (Wurth et al. 2002). Sup35NM aislado se utilizó como control positivo y los 
portadores  aislados  como  controles  negativos.  A  la  derecha  se  muestra  una  micrografía  óptica  de 




el  proceso  de  agregación/oligomerización  también  fue  monitorizado  a  diferentes  tiempos 
mediante PAGE  en  condiciones  nativas.  En  este  análisis  se  aprecia  que  a  día  0  las muestras 










de  las muestras  incubadas  durante  7  días  a  37°C,  en  el  que  se  aprecia  cierta  degradación  proteolítica 




están  constituidas  por  una  única  especie.  e)  PAGE  (nativo)  al  10  %  de  las  muestras  tras  7  días  de 
incubación.  En  las α‐syn  (aisladas  en  insertadas  en  ubi)  se  aprecia  aparición  de  bandas  de  alto  peso 





oligómero  amiloide).  El  anticuerpo  marca  específicamente  una  banda  que  no  penetró  en  el  gel  de 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separación  en  ubi  +  A53T α‐syn,  pero  no  en  ubi  + MCS  (flecha).  Esa  banda  corresponde  con  la  banda 
marcada por la flecha en el panel g. Se desconoce el origen del resto de bandas de marcaje inespecífico 






realizaron medidas  a  los mismos  tiempos  y  concentraciones para A53T α‐syn  y  Sup35NM, no 
apreciandose diferencias claras entre  la versión aislada y  la versión con portador (Fig. 4‐9d,e). 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Figura  4‐9.  Análisis  por  TEM  e  iAFM  de  las  proteínas  de  fusión  mínimas  y  proteínas  aisladas.  a) 
Imágenes  de  TEM de  I27  + Q19  (1),  I27  + Q35  (2),  I27  + Q62  (3)  e  I27  + Q62  + QBP1  (4)  después  de  una 
incubación de 32 días a 37°C. La concentración de proteína usada fue 12 μM mientras que la de QBP1 fue 











la  concentración  de  QBP1  (7)  fue  de  500  μM.  Estas  observaciones  reflejan  fielmente  los  resultados 
esperados. No se observaron  fibras amiloides en presencia de SV111 o para F19S/L34P Aβ42, mientras 




37°C.  Las  fibras  amiloides  observadas  para  A53T α‐syn  y  ubi  +  A53T α‐syn  resultaron  comparables.  La 
concentración de proteína usada  fue 10 μM y  la  concentración de QBP1  fue 20 μM. No  se observaron 
fibras para ubi + A53T α‐syn + QBP1. Las imágenes se adquirieron a 60.000× (1), 40.000× (2), 30.000× (3), 
y 120.000× (4). Las barras de escala corresponden a 0,3, 0,45, 0,6, y 0,15 μm, respectivamente. 5: imagen 
de  iAFM en  líquido  de  ubi  +  A53T α‐syn  tras  de  52  días  de  incubación  a  37°C,  adquiridas  utilizando  el 
modo dinámico de imagen como se describe en Valbuena et al. 2007. La barra de escala corresponde a 50 
nm. e)  Imágenes de TEM de Sup35NM (1), Sup35NM + QBP1 (2),  I27 + Sup35NM (3),  I27 + Sup35NM + 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QBP1 (4), Sup35NM 4°C (6), I27 + Sup35NM 4°C (7) y pFS‐2 + Sup35NM (8). Las imágenes de los paneles 
1‐4  fueron observadas después de una  incubación de  las muestras de 32 días a 37°C, mientras que  las 
muestras  para  los  paneles  6‐8  fueron  incubadas  durante  29  días  a  4°C.  Las  concentraciones  de  la 
poliproteína  pFS‐2  +  Sup35NM,  I27  +  Sup35NM,  Sup35NM  y  QBP1  fueron  20,  10,  10,  y  20  μM, 
respectivamente. La presencia de fibras amiloides y oligómeros se redujo en presencia del péptido QBP1, 
tanto  en  Sup35NM  (2)  como  en  I27  +  Sup35NM  (4).  La  formación  de  fibras  amiloides  y  oligómeros  se 
redujo a 4°C  (paneles 6 y 7,  temperatura utilizada para el  almacenamiento de proteínas antes,  y entre 
sesiones de experimentos de SMFS). Aunque todavía visibles, el número de fibras formadas por pFS‐2 + 
Sup35NM  (8)  fue  considerablemente  inferior  a  Sup35NM  (6)  o  I27  +  Sup35NM  (7)  bajo  las  mismas 
condiciones. Las  imágenes de TEM se  tomaron a 60.000×  (1, 2), 40.000×  (3), 30.000×  (4), 100.000×  (6), 








proporciona  una  prueba más  de  que  la  estrategia  portador  +  huésped  no  causa  alteraciones 
estructurales  importantes  ni  en  el  portador  ni  en  la  IDP  insertada  y  están  en  línea  con  el 
comportamiento  observado  por  SMFS  para  las  construcciones  que  contienen  α‐syn,  Aβ42  y 
Sup35NM.  Para  estas  tres  proteínas  fueron  predichas  regiones  con  tendencia  a  formar  una 
estructura  residual  significativa,  mientras  que  VAMP2  casi  no  mostró  regiones  con  esta 
tendencia. En contraste, los tractos de polyQs mostraron valores que indican que son altamente 
desordenados en todas las construcciones, independientemente de la longitud de la polyQ. No 









proteías  aisladas  utilizadas.  Valores  de  PONDR  por  debajo  de  0,5  indican  una  tendencia  a  formar 
estructuras ordenadas, mientras que mayores de 0,5 indican una tendencia para el desorden. Los datos 
de  PONDR  VLXT  y  PONDR  VL3  se  muestran  como  una  línea  roja  y  azul,  respectivamente.  a)  pFS‐2 
(izquierda) y pFS‐2/I27 (I27 como la proteína portadora, a  la derecha): estas predicciones muestran una 
correlación razonable con los diferentes módulos de la poliproteína pFS‐2, donde la región desordenada 
corresponde al tramo de N2B, mientras  las regiones ordenadas corresponden a  las repeticiones  I27/ubi 
(Oroz  et  al. 2012). b)  I27‐MCS  (izquierda)  y  ubi‐MCS  (derecha).  c‐g)  NPs/VAMP2  aisladas  (arriba)  y  las 
construcciones  portador  +  huésped  (abajo),  tal  como  se  indica  en  la  figura.  Las  secuencias 
correspondientes  a  los  huéspedes  se  encuentran  sombreadas  de  color  amarillo.  Las  escalas  para 
predicciones de los huéspedes y de construcciones portador + huésped se normalizaron de manera que la 
región  de  interés  presenta  la  misma  longitud  en  ambos  gráficos.  Los  extremos  de  las  regiones  que 
comparten  secuencias  comunes  se encuentran en  la misma posición x  para  facilitar  la  comparación de 
datos de huéspedes con construcciones portador + huésped. Dado que Q35 y Q62 comienzan en la misma 
posición  en  ambas  construcciones  ([c]  superior  e  inferior)  pero  presentan  diferentes  longitudes,  el 
sombreado  correspondiente  a  la  NP  empieza  en  la  misma  posición,  pero  se  extiende  de  manera 
diferente. El primer área sombreada de color amarillo corresponde a Q19 mientras que Q35  se extiende 
hasta el final de la región sombreada en gris y Q62 hasta el final de la segunda zona sombreada de color 
amarillo.  La  región  no  sombreada  en  los  gráficos  de  los  huéspedes  corresponde  a  residuos  que  no 
pertenecen  a  la  secuencia  de  huésped,  es  decir,  etiquetas  de  purificación  o  residuos  añadidos  en 
expansiones de polyQs que provienen del  vector usado  (Nagai et al.  2000). PONDR VLXT y VL3 utilizan 
diferentes tamaños de ventana y son entrenados en bases de datos muy diferentes. Como resultado, sus 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Todos  los  controles  estructurales  y  de  agregación/fibrilogénesis  mostrados  en  esta 
sección se resumen en la Tabla 3. 
 






(CD / NMR) 
Fibrilogénesis 
(TEM / iAFM) 
PolyQ Q19 - /- +/+ -/ND (- con 
QBP1) 
 Q35 +/ND +/+ +/ND (- con 
QBP1) 
 Q62 -QBP1 +/+ ND/ND +/ND 
  +QBP1 -/ND ND/ND -/ND 
VAMP2 I27-VAMP2 -/ND +/+ -/ND 
 Ubi-VAMP2 -/ND +/+ -/ND 
Aβ  Aβ42 -SV111 +/ND +/+ +/ND 
  +SV111 -/ND +/ND -/ND 
 Arc Aβ42 -QBP1 +/+ +/+ +/ND 
  +QBP1 +/ND +/ND +/ND 
 F19S/L34P Aβ42 -/ND +/+ -/ND 
α-syn wt +/ND +/+ +/ND 
 A30P +/ND +/+ +/ND 
 A53T -QBP1 +/+ +/+ +/+ 
  +QBP1 +/ND (reducido) +/ND -/ND 
Sup35NM -QBP1 +/+ +/+ +/+ (+ en pFS-
2) 
 +QBP1 +/ND (reducido) +/ND +/ND (muy 
reducido) 
 
Tabla 3. Resumen de controles estructurales, de agregación y  fibrilogénesis.  Los experimentos  fueron 
llevados  a  cabo  con  las  proteínas  de  fusión mínima  (portador  +  huésped,  a  menos  que  se  indique  lo 





La  técnica  de  MMI  usada  para  analizar  la  nanomecánica  de  las  NPs  seleccionadas, 
expresadas como poliproteínas de fusión en el vector pFS‐2,  fue el AFM‐SMFS en el modo de 
“length‐clamp”  (ver Sección 1.3.2.1.2). Mediante esta modalidad de SMFS se pueden obtener 
dos  parámetros  básicos  de  manera  directa:  la  estabilidad  mecánica  de  las  barreras  de 
resistencia al desplegamiento (Fu, medida directamente por  la altura de  los picos de fuerza en 
una curva fuerza‐extensión), y el aumento de la longitud de contorno tras el desplegamiento, 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Hasta  donde  alcanza  nuestro  conocimiento,  la  estrategia  de  la  proteína  portadora 
basada en el  vector pFS‐2,  es  la  primera estrategia que permite descartar  con éxito datos de 





del  AFM  (sustrato  o  punta)  o  con  otras  NPs  circundantes  (interacciones  intermoleculares 
necesarias  para  la  formación  de  oligómeros  y/o  fibras).  Dado  que  estamos  interesados  en  la 
caracterización  del  polimorfismo  conformacional  de  monómero,  este  tipo  de  interacciones 
indeseadas, que constituyen  la tercera  limitación de  los estudios mencionados anteriormente, 
deben  ser  descartadas  para  poder  atribuir  de  forma  inequívoca  los  eventos  de  fuerza  a  la 
ruptura de interacciones intramoleculares que mantienen las estructuras transitorias formadas 
por  monómeros  de  NPs.  Mediante  el  uso  de  controles  específicos,  en  esta  tesis  se  aportan 




ventaja adicional de ralentizar drásticamente  la  fibrilogénesis  (Fig. 4‐9e), minimizando de este 
modo  la  formación  de  agregados  (interacciones  intermoleculares)  durante  el  análisis 
nanomecánico de las NPs. 
   
Figura  4‐11.  Análisis  nanomecánico 
de  NPs  mediante  la  estrategia 
“portador‐huésped” basada en pFS‐2. 
En  esta  figura  se  presentan  varios 
espectros  fuerza‐extensión 
representativos  de  la  construcción 
pFS‐2  +  Sup35NM.  Utilizando  esta 
estrategia,  podemos  resolver  de 
manera fiable una amplia variedad de 
conformaciones  adoptadas  por 
Sup35NM,  que  van  desde  una 
conformación no mecanoestable (NM, 
curva  superior,  en  color  naranja),  a 
conformaciones  mecanoestables  con 
diferentes  grados  de  estabilidad 
mecánica  (M,  en  rojo),  incluidos 
confórmeros  hiper‐mecanoestables 
(hM,  abajo).  El  código  de  colores  se 
mantendrá durante el resto del texto. 
En  base  a  nuestro  diseño,  el  módulo 
portador  debe  desplegarse 
completamente  (siendo  "a"  el  ΔLc 
para el módulo portador) antes que la 
fuerza pueda 
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acceder al interior y estirar la proteína huésped ("b" y “c” representan el ΔLc para las regiones NM y M de 
la NP, respectivamente). La suma b+c corresponde con la longitud total de la NP totalmente estirada. El 
vector  pFS‐2  también  contiene  una  región  que  no  ofrece  resistencia  al  estiramiento  (una  parte  del 
fragmento  desordenado  de  titina  N2B),  que  puede  actuar  a modo  de  espaciador  para  alejarnos  de  la 
región  proximal  ruidosa  de  los  espectros  fuerza‐extensión,  un  problema  típico  en  los  experimentos  de 
SMFS (Oroz et al. 2012)). 
 
Las  enfermedades  causadas  por  expansiones  de  polyQs  son  únicas  entre  las 
enfermedades neurodegenerativas amiloidogénicas ya que están determinadas genéticamente 
y además, sus NPs (polyQs expandidas) muestran umbrales patológicos de número de Qs; 21‐30 
ó  36‐40 Qs  en  la  ataxia  espinocerebelosa  tipo  6  ‐SCA6‐  o  en  la  enfermedad  de Huntington  y 












Figura  4‐12.  Análisis  nanomecánico  de  diferentes  tractos  de  polyQs  y  una  IDP  no  amiloidogénica 
(VAMP2). a) Histogramas de ΔLc (izquierda) y Fu (derecha) para poliproteínas pFS‐2 que llevan diferentes 





Cabe  señalar  que  cuanto más  largo  es  el  tracto  de  polyQ, mayor  es  el  polimorfismo  conformacional  y 
mayor número de confórmeros hM son encontrados. El  inhibidor QBP1 a una concentración de 20 μM 
(Tomita et al. 2009),  reduce este polimorfismo y  suprime  los confórmeros hM. El  recuadro muestra un 







0,3,  y  0,6  μm,  respectivamente.  b)  Análisis  por  SMFS  de  pFS‐2  +  VAMP2.  Esta  IDP  no  amiloidogénica 
(Hazzard et al. 1999) no muestra polimorfismo conformacional. La barra de escala de la imagen de TEM 
corresponde a 0,6 μm. Para todos las construcciones estudiadas en la tesis, sólo los datos de la proteína 
huésped  (NP  o  control),  y  no  del  portador,  son  representados  en  los  histogramas  presentados  en  las 
correspondientes figuras. 
 
Hemos  demostrado  que  el  estiramiento  del  tracto  que  se  encuentra  por  debajo  del 
umbral  de  patogenicidad  (Q19)  nunca  genera  picos  de  fuerza;  confórmeros  a  los  que  hemos 








6a,b  y  4‐9a,b).  Por  el  contrario,  la  construcción  que  incluye  Q35 mostró  una  amiloidogénesis 




se  encuentran  correlacionados,  siendo  una  característica  general  que  hemos  observado  en 
todas  las  NPs  analizadas  (Fig.  4‐13a),  y  como  se  describió  recientemente  para  la  NP  tau 
(Wegmann  et  al.  2011).  Curiosamente,  este  rico  polimorfismo  conformacional  incluía 
confórmeros  con  estabilidad  mecánica  muy  alta.  Dado  que  la  estabilidad  mecánica  de  las 
proteínas  eucariotas  estudiadas  hasta  la  fecha,  bajo  una  geometría  de  estiramiento  N‐C 
terminal, se encuentra por debajo de 400 pN (Oberhauser y Carrión‐Vázquez 2008), definimos 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Figura  4‐13.    Falta  de  correlación  entre  Fu  e  ΔLc.  Los  gráficos  de  dispersión  muestran  que  no  existe 
correlación entre los valores de Fu e ΔLc para confórmeros M de: a) tractos de polyQ, b) Aβ42, c) α‐syn, y 
d) Sup35NM. Ningún tipo de agrupamiento se observó para ninguna de las NPs estudiadas, lo que sugiere 
que  no  hay  regiones  específicas  dentro  de  las  NPs  que  medien  su  estabilidad  mecánica.  Además,  el 
tratamiento de las muestras con los péptidos QBP1/SV111 no resultó en la pérdida de alguna población 





que  los  confórmeros  NM  y M  correspondan  a  conformaciones  RC  y  conformaciones  ricas  en 
estructuras β,  respectivamente,  como se ha  interpretado en  trabajos anteriores  (Sandal et al. 
2008; Brucale et al. 2009). En conjunto, nuestros resultados indican que la expansión Q35 puede 
experimentar  una  transición  estructural  que  permite  la  existencia  de  fluctuaciones 
conformacionales detectables mediante SMFS. Significativamente, Q62 exhibió un polimorfismo 
conformacional aún mayor que a su vez incluyó un mayor número de confórmeros hM (Fig. 4‐
12a).  Podemos  concluir  por  tanto,  que  en  tractos  con  número  de  Qs  cercano  o  superior  al 
umbral  de  patogenicidad  (Q35  y  Q62)  para  enfermedades  causadas  por  polyQs,  aparecen 
conformaciones M  que  pueden  ser  detectadas  por  SMFS;  y  estas  conformaciones mecánicas 
incluyen confórmeros hM. Este polimorfismo (estimado como la frecuencia de confórmeros M) 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se  encontró  correlacionado  positivamente  con  la  longitud  de  polyQs,  que  a  su  vez  está 
correlacionado con  la capacidad amiloidogénica. Es  interesante  reseñar que  recientemente se 
ha  reportado  la  correlación  estructural  de  las  polyQs  con  el  umbral  patológico  a  nivel  de 
monómero (Nagai et al. 2007). 
El  análisis  nanomecánico  de  Aβ42,  α‐syn,  y  Sup35NM,  utilizadas  como  modelo  de 
enfermedades neurodegenerativas esporádicas (Chiti y Dobson 2006), mostró que la forma wt 
de  cada  proteína  exhibe  un  rico  polimorfismo  conformacional,  que  incluye  confórmeros  hM 
poco frecuentes, excepto para Aβ42 wt (Figs. 4‐14, 4‐15, 4‐16). La diferencia en la frecuencia de 









Figura  4‐14.  Análisis  nanomecánico  de  Aβ42.  Histogramas  de  ΔLc  (izquierda)  y  Fu  (derecha)  para 
poliproteínas  pFS‐2  +  Aβ42  wt  y  variantes.  La  proteína  Aβ42  wt  (primera  fila)  mostró  un  amplio 
polimorfismo conformacional, pero no se detectaron confórmeros hM. La incubación de Aβ42 con SV111 
dio  resultados  estadísticamente  similares  a  Aβ42  wt,  lo  que  sugiere  que  los  datos  de  SMFS  reflejan 
eventos  de  ruptura  de  interacciones  intramoleculares,  en  oposición  a  interacciones  intermoleculares, 
inhibidas por el péptido SV111 (Arslan et al. 2010). En la forma familiar de la enfermedad de Alzheimer 
analizada,  Arc  (E22G)  Aβ42,  se  produjo  un  aumento  en  el  número  de  confórmeros  M  y  hM  en 
comparación  con  Aβ42  wt.  La  incubación  con  péptido  QBP1  no  alteró  la  frecuencia  de  formación  de 
confórmeros M en Arc Aβ42. Para el doble mutante F19S/L34P Aβ42 sólo se observaron conformaciones 
NM,  a  pesar  del  mayor  tamaño muestral  (Tabla  4).  En  la  parte  de  la  derecha  se  muestran  imágenes 
obtenidas por TEM de fibras amiloides formadas por las proteínas de fusión mínima correspondientes. De 
abajo a arriba,  las barras de escala  corresponden a 0,6, 0,6, 0,45, 0,35,  y 0,9 μm,  respectivamente. Un 
ejemplo de confórmero hM de Arc Aβ42 es mostrado en el recuadro. 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Figura  4‐15.  Análisis  nanomecánico  de  α‐syn.  Histogramas  de  ΔLc  (izquierda)  y  Fu  (derecha)  para 
poliproteínas pFS‐2 + α‐syn (wt y mutantes). La proteína α‐syn wt (primera fila) exhibió un rango amplio 
de polimorfismo que  iba desde confórmeros NM (barras naranjas) hasta confórmeros M  (barras  rojas), 
que  incluían confórmeros hM. En  las  formas  familiares de enfermedad de Parkinson analizadas, A30P y 
A53T,  la  frecuencia  de  eventos M  y  hM  se  ve  aumentado  en  relación  a α‐syn  wt.  El  tratamiento  con 
péptido QBP1 redujo la formación de confórmeros M y hM en A53T α‐syn. En la parte de la derecha se 







poliproteína  pFS‐2  +  Sup35NM.  Al  igual  que  las  proteínas  wt  en  las  Figuras  4‐14  y  4‐15,  Sup35NM 
(primera fila) mostró un rico polimorfismo conformacional, que incluía confórmeros hM poco frecuentes. 
El tratamiento con el péptido QBP1 (última fila), disminuyó la formación de confórmeros M y hM, como 
se  observó  para  Q62  y  α‐syn  A53T  (Figs.  4‐12  y  4‐15).  A  la  derecha  se  muestran  imágenes  de  fibras 






Proteína n NM (%) M (%) hM (%) 
PolyQ Q19 111 100 0 0 
 Q35 100 95.0 5.0 (4) 1 
 Q62 -QBP1 107 92.5 7.5 (5) 2.8 
  +QBP1 124 96.7 3.3 (3) 0 
VAMP2 I27-VAMP2 188 100 0 0 
 Ubi-VAMP2 234 100 0 0 
Aβ  Aβ42 -SV111 116 67.2 32.8 (9) 0 
  +SV111 128 69.8 30.2 (8) 0.8 
 Arc Aβ42 -QBP1 102 37.9 62.1 (10) 1 
  +QBP1 108 42.6 57.4 (9) 0 
 F19S/L34P Aβ42 396 100 0 0 
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α-syn wt 98 55.1 44.9 (10) 2 ± 1 
 A30P 92 41.0 59.0 (10) 3.3 
 A53T -QBP1 96 39.6 60.4 (10) 5.2 ± 1.0 
  +QBP1 259 86.5 13.5 (4) 0.4 
Sup35NM -QBP1 100 36.0 64.0 (10) 8 
 +QBP1 100 73.0 27.0 (9) 1 
 
 
Tabla 4. Resumen del  análisis nanomecánico de NPs.  Los  experimentos de  SMFS  fueron  realizados en 
construcciones  de  poliproteína  basadas  en  el  vector  pFS‐2,  aunque  los  datos  presentados  se  refieren 
únicamente a las NPs huéspedes. n: tamaño muestral. NM: confórmero no mecanoestable (sin picos de 
fuerza detectada: Fu ≤ 20 pN). M: confórmero mecanoestable  (por  lo menos un pico de  fuerza: Fu > 20 
pN).  hM:  confórmero  hiper‐mecanoestable  (subconjunto  de  confórmeros M  con  al  menos  un  pico  de 
fuerza  con  Fu  ≥  400  pN).  El  error  asociado  con  la  frecuencia  de  aparición  de  eventos  hM  se  obtuvo 
suponiendo  un  error  de  10  pN,  aproximadamente  la  mitad  del  límite  de  detección  de  nuestro  set‐up 
experimental, en la medida de SMFS, y restando o añadiendo los eventos que se vieron afectados por la 
aplicación  de  este  rango  en  los  cálculos.  Debido  al  pequeño  número  de  eventos,  la  frecuencia  de 
confórmeros hM en las NPs no es estadísticamente significativa. Sin embargo, correlaciona muy bien con 
el  %  de M.  El  análisis  estadístico  mostró  que,  con  excepción  de  los  tractos  de  polyQ  (para  el  que  el 
número  de  eventos  M  es  demasiado  bajo),  las  diferencias  en  los  eventos  M  fueron  estadísticamente 
significativas para los siguientes pares: NP y no‐NP, NP y NP familiar, NP (a excepción de Arc Aβ42) y NP + 
QBP1  .  Las  diferencias  no  resultaron  estadísticamente  significativas  para  los  siguientes  pares:  Aβ42  y 





En  la  forma  wt  de  las  cuatro  NPs  analizadas,  la  frecuencia  de  confórmeros  M  varió 
desde  el  0%  en Q19,  siendo Q21  es  el  umbral  patológico mínimo  detectado  en  enfermedades 
causadas por polyQs, específicamente en SCA6 (Uversky 2009), hasta el 64% en Sup35NM. Estos 
valores correlacionan positivamente con la densidad de fibras amiloides formadas por cada NP 
específica  (Figs.  4‐9, 4‐12, 4‐14, 4‐15, 4‐16  y Tablas 3  y 4).  La  frecuencia de  confórmeros hM 
para las formas wt varió de 0 a 8% (Figs. 4‐12, 4‐14, 4‐15, 4‐16 y Tabla 4). Estos eventos poco 
frecuentes presentaron  fuerzas de desplegamiento extremadamente altas,  de hasta ~800 pN, 
mayores que  las  fuerzas  reportadas para  las proteínas mecánicamente más estables descritas 
hasta la fecha; módulos de cohesina de la escafoldina, una proteína bacteriana (Valbuena et al. 
2009),  y  justo  por  debajo  del  rango  de  fuerza  requerido  para  romper  un  enlace  covalente 
(Grandbois et al. 1999). El número de moléculas (o confórmeros) de cada grupo (NM, M y hM) 
se muestra en la Tabla 4 y es independiente del número de picos de fuerza detectados por cada 


























Figura  4‐17.  Efecto  de  formas  familiares  de  enfermedades  y  QBP1  sobre  el  número  de  regiones 
estructuradas por molécula. El número promedio de picos de fuerza por molécula es mostrado para: a) 
tractos de polyQ, b) Aβ42, c) α‐syn, y d) Sup35NM. Las conformaciones NM corresponden con 0 picos de 
fuerza  y  se  excluyen  de  los  cálculos  de  la  media  mostrada  en  la  figura.  Las  formas  familiares  de 
enfermedades aumentaron el número de picos de fuerza por molécula, lo que sugiere que aumentan la 
propensión a adquirir estructuras  que ofrecen resistencia al estiramiento. Mientras que QBP1 redujo el 





realidad  mayor  que  la  estimada  debido  a  la  existencia  de  registros  adicionales  que  podrían 
corresponder  a  espectros  fuerza‐extensión  incompletos.  Éstos  corresponden  a  registros 
compatibles  con  el  desplegamiento  de  un  módulo  portador  que  alberga  un  elemento 
mecanoestable, pero que no es observado debido al desanclaje prematuro de la molécula bien 
de  la  punta  o  del  sustrato,  terminándose  el  experimento  sin  llegar  a  estirar  toda  la molécula 
completa.  Aunque  la  mecanoestabilidad  es  una  propiedad  estocástica,  la  fuerza  de  estos 




(Fig.  4‐18  y  Tabla  5).  Aunque  estos  hipotéticos  eventos  no  fueron  incluídos  en  el  tamaño 
muestral  n,  es  interesante  observar  que  existe  una buena  correlación  entre  los  eventos  hM 
putativos y reales en las diferentes NPs y condiciones testadas (Tabla 5). 
 




repetición  de  ubi  normal,  pero  no  tan  grande  como  el  esperado  si  se  estirase  la  NP  completa.  Para 
explicar estos eventos frecuentes, suponemos que los anclajes de la poliproteína (a la punta o al sustrato) 
no  se mantuvieron  hasta  el  final  del  experimento,  es  decir,  la molécula  de  poliproteína  pudo  haberse 
desprendido  antes  de  que  se  desplegase  completamente  la  región  atrapada,  como  podría  ocurrir  en 
Dougan et al. 2009. Por tanto, es razonable suponer que su estabilidad mecánica sería superior a la fuerza 
de desanclaje  (último pico en el espectro,  indicado por  la  flecha). b‐e) Valores de  fuerza de desanclaje 
frente a número de registros considerados como eventos putativos para tractos de polyQ, Aβ42, α‐syn, y 







Proteína M (%) Putativo  
M 
hM (%) Putativo  
hM 
# Picos / 
molécula 
PolyQ Q19 0 0 0 0 0 
 Q35 5.0 (4) 9 1 0 1.41 
 Q62 -QBP1 7.5 (5) 19 2.8 5 1.4 
  +QBP1 3.3 (3) 0 0 0 1.07 
Aβ  Aβ42 -SV111 32.8 (9) 9 0 0 1.43 
  +SV111 30.2 (8) 10 0.8 0 1.55 
 Arc Aβ42 -QBP1 62.1 (10) 11 1 0 1.45 
  +QBP1 57.4 (9) 12 0 3 1.25 
 F19S/L34P Aβ42 0 0 0 0 0 
α-syn wt 44.9 (10) 25 2 ± 1 2 1.52 
 A30P 59.0 (10) 20 3.3 2 1.62 
 A53T -QBP1 60.4 (10) 57 5.2 ± 1.0 14 1.67 
  +QBP1 13.5 (4) 7 0.4 1 2.09 
Sup35NM -QBP1 64.0 (10) 14 8 2 1.33 
 +QBP1 27.0 (9) 0 1 0 1.52 
 
Tabla 5. Eventos putativos y número de regiones estructuradas por molécula. # picos/molécula: Número 
promedio  de  regiones  mecanoestables  (picos  de  fuerza)  por  molécula.  Los  valores  reportados  fueron 
calculados  considerando  sólo  confórmeros  M,  excluyendo  los  monómeros  que  presentan  una 
conformación NM (que resultan en 0 picos de fuerza, ver Figura 4‐17).  
Tomados todos  los datos en su conjunto, el análisis de SMFS reveló que mientras que 
VAMP2,  una  IDP  no  neurotóxica/no  amiloidogénica,  muestra  una  resistencia  mecánica  al 
desplegamiento  sin  picos  de  fuerza  detectables,  todas  las  NPs  estudiadas  presentan  un 
comportamiento  similar, mostrando un  alto  grado de  polimorfismo  conformacional mecánico 
que  incluye  confórmeros  hM  poco  frecuentes.  Este  comportamiento  correlaciona  con 
amiloidogénesis  y,  de  acuerdo  con  resultados  anteriores,  uno  (o  varios)  cambios 
conformacionales  críticos  en  el  monómero  conduciría  a  la  generación  de  especies  primarias 
tóxicas  (Nagai  et  al.  2007).  Hemos  testado  esta hipótesis  de  trabajo  mediante  el  análisis  de 
condiciones  en  las  que  la  enfermedad  y/o  amiloidogénesis  resultan  afectadas  de  dos  formas 
distintas: a)  siendo mitigadas mediante un péptido que  inhibe el proceso de oligomerización 
(péptido SV111), una mutación defectiva para agregación, o un péptido que inhibe el cambio 
conformacional  a  monómero  β   (péptido  QBP1),  y  b)  siendo  intensificadas  por  formas 
familiares  de  la  enfermedad.  De  acuerdo  con  la  hipótesis  postulada,  el  polimorfismo 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conformacional  (y  frecuencia de M/hM) en estas cuatro condiciones (que  iremos detallando a 






Si  bien  el  pFS‐2  es  una  estrategia  ideal  para  evitar  contaminación  de  datos  por 
interacciones inespecíficas en la región proximal de los registros, para que los eventos de fuerza 





intermoleculares  entre  monómeros.  Por  tanto,  descartar  interacciones  intermoleculares  es 
crítico en la caracterización del monómero en este tipo de proteínas. La agregación amiloide es 
un  proceso  autocatalítico  que,  al  igual  que  ocurre  en  reacciones  de  condensación,  sólo  se 
produce por encima de una  concentración  crítica,  y  es  extremadamente  lento en  la  etapa de 
oligomerización  inicial.  Las  concentraciones  críticas  que  se  citan  en  la  bibliografía,  aunque 
varían considerablemente entre las distintas NPs, y para la misma NP en diferentes condiciones, 
tienden a estar en el rango micromolar alto (Frieden 2007). En nuestros experimentos de SMFS, 
con el  fin de  intentar minimizar  interacciones entre monómeros, se usó una concentración de 
trabajo  muy  baja  de  la  NP,  en  el  intervalo  micromolar  bajo,  que  en  gran  medida  debería 
ralentizar el proceso de oligomerización (Frieden 2007). En concreto, las poliproteínas de fusión 




de  la  concentración  crítica  amiloidogénica  (10‐20  µM,  7‐10  veces  mayor  a  la  concentración 
usada en los experimentos de SMFS), la densidad de la fibras después de un mes de incubación 
a 4°C fue de más de un orden de magnitud inferior a la observada en las mimas condciones para 









específica  resultó  inhibida  (Figs.  4‐14,  4‐9c  y  Tabla  3).  Dado  que  este  péptido  inhibe 
selectivamente el proceso de oligomerización, este experimento fue utilizado como control para 
descartar una contribución significativa de interacciones intermoleculares en nuestros datos de 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SMFS,  lo  que  sugiere  que  el  comportamiento  observado  proviene  del  desplegamiento  de 






También  hemos  considerado  la  posibilidad  de  que  el  polimorfismo  conformacional 
mecánico  observado  fuese  atribuido  erróneamente  a  interacciones  intramoleculares  en 
monómeros  de  NP,  siendo  en  realidad  un  artefacto  inducido  por  la  ruptura  de  interacciones 
indeseadas de la poliproteína al substrato o a la punta, o bien por interacciones no nativas entre 
portador‐huésped  inducidas  tras  la  inserción.  Para  descartar  estas  dos  posibilidades,  se 
realizaron  dos  tipos  diferentes  de  experimentos  control.  En  primer  lugar,  para  descartar  la 
posibilidad de que la poliproteína de fusión pudiese haber inducido la formación de estructuras 






la  posibilidad  de  que  los  hipotéticos  desanclajes  de  los  elementos  del  AFM  pudiesen  ser  la 
fuente  de  los  picos  de  fuerza  observados  en  los  registros,  analizamos  el  doble  mutante 
F19S/L34P  Aβ42,  incapaz  para  oligomerizar/fibrilar  (Wurth  et  al.  2002).  Para  este  mutante 
obtuvimos resultados similares a los mostrados para VAMP2 (Figs. 4‐14, 4‐6c, 4‐9c y Tablas 3 y 
4). Parece razonable suponer que el mutante F19S/L34P Aβ42 (con una secuencia casi idéntica 
al  péptido  wt,  excepto  el  cambio  de  dos  posiciones)  debería  tener  una  propensión  química 
similar  a Aβ42 wt para unirse  a  los  elementos del AFM  (punta/sustrato)  y  por  tanto,  debería 
mostrar  una  fuente  de  ruido  similar  si  este  hipotético  artefacto  estuviese  presente.  Estos 
resultados  excluyen  la  posibilidad  de  que  el  desanclaje  de  Aβ42  a  los  elementos  del  AFM 









utilizando  criterios  muy  estrictos  para  la  identificación  de  moléculas  individuales  libres  de 
artefactos,  se  han  seleccionado  eventos  de  fuerza  que  provienen  bona  fide  de  la  ruptura  de 
interacciones  intramoleculares,  que mantienen  conformaciones  estructuradas  del  monómero 
de la NP. Durante el proceso de selección se desecharon muchos registros que no cumplían los 
criterios  de  selección,  algunos  de  los  cuales  podrían  perfectamente  corresponder  a 
interacciones adicionales que no son de interés en este estudio. 






A  continuación  se  estudió  el  efecto  de  formas  familiares  de  enfermedades 
neurodegenerativas  representativas  sobre  el  polimorfismo  conformacional,  utilizando  formas 
dominantes  responsables  tanto  de  la  aparición  temprana  de  la  enfermedad,  como  de  la 
aceleración de  la cinética de oligomerización (Chiti y Dobson 2006; Uversky 2009). Además de 
Q35 y Q62,  también se estudió  la mutación arctic (Arc: E22G) en Aβ42,  implicada en una forma 
familiar  de  la  enfermedad  de  Alzheimer,  así  como  las  mutaciones  A30P  y  A53T  en  α‐syn, 
involucradas  en  Parkinsonismo  familiar  (Chiti  y  Dobson  2006;  Uversky  2009).  Al  igual  que 
ocurría  con  Q35  y  Q62,  para  todos  los  mutantes  analizados  se  observó  un  aumento  en  la 
frecuencia de confórmeros M, incluyendo hM (Figs. 4‐14, 4‐15 y Tabla 4). De manera similar, el 
número  de  regiones  mecanoestables  por  molécula  se  vio  incrementada  para  cada  mutante 
analizado (Fig. 4‐17 y Tabla 5). Por último, dos de las formas familiares de estas enfermedades 
aumentaron  el  número  de  eventos  hM putativos  (Q62  y  A53T α‐syn, Fig.  4‐18  y  Tabla  5).    En 
conjunto,  nuestros  resultados  indican  que  las  formas  familiares  de  estas  enfermedades 








Finalmente  se  analizó  si  el  polimorfismo  conformacional  de  las  NPs  se  encontraba 
afectado  por  el  péptido  QBP1.  Este  inhibidor  de  amiloidosis  bloquea,  tras  su  unión  a 
conformaciones  RC  (Armen  et  al.  2005;  Nagai  et  al.  2007),  el  cambio  conformacional  crítico 
hacia monómero  rico  en  estructura β  de  polyQs  expandidas  patogénicas  (ver  Sección  1.2.4), 




amioides  (Figs.  4‐9a  y  Tabla  3),  mientras  que  en  SMFS,  su  incubación  con  la  poliproteína 
portadora  de  Q62  redujo  la  frecuencia  de  conformaciones  M,  incluídas  las  formas  hM, 
detectadas como putativas se vieron reducidas (Figs. 4‐12a, 4‐18b y Tablas 4 y 5), al igual que el 
número de eventos mecanoestables por molécula (Fig. 4‐17a). 




A53T α‐syn  y  Sup35NM  (Figs.  4‐15, 4‐16, 4‐18d,e  y  Tablas  4  y 5).  La  agregación  y  fibrilación 
también se vio reducida o suprimida por QBP1 en estas dos NPs (Fig. 9e,d y Tabla 3). En el caso 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de  Sup35NM,  el  efecto  del  péptido  QBP1  sobre  su  capacidad  de  fibrilar  resultó  incompleto, 
como muestra  la  formación de algunos oligómeros y  fibras amiloides en  las  imágenes de TEM 
(Figs. 4‐9e), mientras que el efecto sobre A53T α‐syn no fue conclusivo, dado el bajo número de 
fibras  formado  por  este mutante  en  ausencia  del  inhibidor  (Figs.  4‐9d).  Curiosamente,  en  las 
condiciones  específicas  utilizadas  en  los  experimentos  mostrados,  QBP1  no  muestra  ningún 
efecto significativo sobre Arc Aβ42, ya sea en el polimorfismo conformacional (Fig. 4‐14 y Tabla 
4) o en su capacidad de fibrilación (Fig. 4‐9c y Tabla 3). Por otra parte, la frecuencia de aparición 
de  eventos  hM  en  Arc  Aβ42  sin  tratar  era  tan  bajo,  el más  bajo  de  las  4 NPs,  que  cualquier 
efecto  aparente  no  puede  considerarse  significativo.  Para  confirmar  la  ausencia  de  efecto 
inhibidor  del  QBP1  sobre  Aβ42,  se  probaron  concentraciones  crecientes  (desde  100  µM  a  1 
mM)  de  QBP1  en  Aβ42  aislado  (generado  por  síntesis  química,  ver  sección  de Materiales  y 
Métodos),  no  observándose  efecto  alguno  en  la  capacidad  de  formación  de  fibras  amiloides 
(Fig. 4‐9c). 
Aparte  del  polimorfismo  conformacional  encontrado  para  todas  las  NPs  estudiadas, 
estos  resultados  apuntan  a  la  existencia  de  características  moleculares  comunes  a  nivel  de 
monómero  en  al  menos  tres  de  las  cuatro  NPs  estudiadas  (polyQs  expandidas,  α‐syn  y 
Sup35NM) ya que todas ellas son reconocidas e inhibidas, en mayor o menor medida, por QBP1. 
A pesar de las similitudes encontradas, la incapacidad de QBP1 por reconocer Aβ42 indica que 





































































Las  enfermedades  neurodegenerativas  amiloidogénicas  están  gobernadas  por  un 
mecanismo molecular aparentemente común, al menos en sus etapas finales: ciertas proteínas 
(denominadas colectivamente neurotóxicas) y generalmente sin estructura definida adquieren 
conformaciones  parcialmente  estructuradas  en  determinadas  circunstancias.  Estas  nuevas 
estructuras promueven  los procesos de oligomerización y posterior  fibrilogénesis, provocando 
la consiguiente desregulación de múltiples mecanismos celulares que desemboca en la muerte 
celular  (ver Sección 1.2.3).  Todavía no  se  conocen  los  factores que activan estos mecanismos 
moleculares  fatales,  ni  las  causas  por  las  que  afectan  a  determinados  tipos  celulares  y  no  a 
otros,  o  de  por  qué  afectan  con  mayor  prevalencia  a  ciertos  sectores  de  la  población.  Sin 
embargo,  ha  habido  un  gran  avance  en  la  comprensión  genética  y  estructural  de  los 
mecanismos  subyacentes  de  estas  patologías,  lo  que  nos  permite  construir  modelos  de 
causalidad que podrían ayudarnos a establecer las bases moleculares de estas enfermedades. 
Las técnicas MMI son ideales para analizar el polimorfismo conformacional de las NPs. 
En  concreto,  el  uso  de  SMFS  es  realmente  prometedor,  y  recientemente  se  ha  utilizado para 
tratar de estudiar el comportamiento del estado monomérico de estas proteínas (Sandal et al. 
2008;  Brucale  et  al.  2009;  Dougan  et  al.  2009; Wegmann  et  al.  2011).  Sin  embargo,  dada  la 
naturaleza heterogénea y desordenada de  las  IDPs,  junto  con  su  tendencia a oligomerizar  y 
agregar,  hace  que  su  análisis  sea  muy  complejo.  Durante  el  desarrollo  de  esta  tesis,  hemos 
realizado un análisis exhaustivo usando el modo  length‐clamp de SMFS (ver Sección 1.3.2.1.2) 
de  cuatro NPs;  el  péptido Aβ42, α‐syn,  polyQs  y  Sup35NM  (como modelo de prión humano), 
directamente  relacionadas  con  el  desarrollo  de  las  enfermedades  neurodegenerativas  más 
representativas; enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedades causadas 
por  expansión  del  triplete  CAG  y  enfermedades  priónicas,  respectivamente.  Desde  el 
nacimiento de SMFS, se han establecido una serie de criterios mínimos para únicamente incluir 
en  el  análisis  datos  generados  a  partir  de  moléculas  individuales.  Uno  de  los  avances  más 
significativos  fue  el  uso  de poliproteínas  (ver Sección  1.3.2.2),  usadas  como un marcador  de 
monomolecularidad debido al patrón periódico que generan tras su desplegamiento (Carrión‐
Vázquez et al. 1999; Steward et al. 2002). Sin embargo, aunque son muy útiles y fiables en gran 
parte de  las ocasiones, pueden  resultar  insuficientes para algunos casos,  como ocurre con  las 
IDPs, y en concreto con las NPs amiloidogénicas.  




lugar de módulos de  I27.  Las propiedades nanomecánicas de ubi  se encuentran ampliamente 
descritas  en  la  bibliografía  (Carrión‐Vázquez et  al. 2003),  contando  con  la  ventaja  añadida de 
poseer  actividad  chaperona  que  pudiera  asistir  al  plegamiento  de  la  proteína  bajo  estudio 
cuando se encuentra en el extremo N‐terminal de ésta (Finley et al. 1989). La variante pFS‐2 de 
esta  familia  de  vectores,  basada  en  una  estrategia  de  protección mecánica  de  la  proteína  de 
interés, presenta una ventaja adicional que lo hace un sistema idóneo para el estudio y análisis 
inequívoco de proteínas que presentan estabilidad mecánica baja, proteínas que no muestran 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estabilidad  mecánica  detectable  por  SMFS  (como  las  IDPs)  y  aquellas  que  no  presentan  un 

















4. Incorpora  un  fragmento  de  una  IDP  no  amiloidogénica,  el  polipéptido  N2B  de  titina 
cardíaca humana, que no ofrece resistencia al estiramiento (Li et al. 2002) y que actúa 
como un puente espaciador de la región proximal de los espectros, zona generalmente 




estabilidad  mecánica,  empleando  la  estrategia  de  la  proteína  portadora  para  la 
protección  mecánica  de  la  proteína  de  interés,  que  resulta  particularmente  útil  e 
indicada para el análisis de proteínas con estabilidad mecánica baja (Oroz et al. 2012), 
así como proteínas que no presentan un plegamiento definido, como es el caso de IDPs 
amiloidogénicas  implicadas  en  neurodegeneración  (Hervás  et  al.  2012).  Para  ello,  un 
módulo ubi  (o  I27, en otra variante del vector) ha sido modificado y se ha  introducido 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al.  2012). Mediante  el  uso del  pFS‐2,  aunque  cuenta  con  el  “marcador  de  inicio”  que 
supone  el  desplegamiento  del  módulo  portador  (a  partir  del  cual  puede  aparecer  la 
señal  de  la  proteína  de  interés),  es  común  encontrar  curvas  realmente  difíciles  de 
interpretar por  la alta dispersión de  los datos de  la proteína de  interés. Para subsanar 
este problema, se está generando una nueva versión en  la que  la molécula portadora 
es  un módulo  de  cohesina  (c8C)  de  la  escafoldina  CipC  de Clostridium  cellulolyticum, 
con  una  Fu  promedio  aproximadamente  de  350  pN,  superior  a  la  estabilidad  del 
marcador de monomolecularidad del pFS‐2  (ubi, < 200pN). Esto supondría que el pico 
de  fuerza  correspondiente  al  desplegamiento  del  módulo  portador  apareciese 
normalmente al final del espectro fuerza‐extensión, una vez todas  las ubi marcadoras 
hubiesen  sido  desplegadas,  seguido  inmediatamente  de  la  extensión  total  de  la 









su desplegamiento puede aparecer  en  cualquier  zona del  espectro,  incluída  la  zona proximal, 
usualmente  contaminada  por  interacciones  inespecíficas  (Fig.  1‐16).  Por  otra  parte,  en  estos 
trabajos  tampoco  se  demostraba  el  comportamiento  amiloidogénico  de  la  NP  fusionada  a  la 
poliproteína  usada.  Por  último,  no  aportaban  evidencias  convincentes  que  indicasen  que  los 
datos provenían del estiramiento de moléculas individuales. Para solventar el primero de estos 
problemas,  hemos  diseñado  una  estrategia  de  protección  mecánica,  “la  estrategia  de  la 
proteína  portadora”.  En  esta  estrategia,  la  NP  se  encuentra  insertada  dentro  de  una  zona 
protegida de la fuerza en una proteína portadora con propiedades mecánicas conocidas, de tal 
manera  que  la  señal  de  la NP  sólo  aparecerá  una  vez  la  proteína  portadora  sea  desplegada 
(Fig.  4‐11).  Esta  estrategia,  junto  con  el  fragmento  desestructurado  de  N2B  presente  en  el 
vector pFS‐2, permitirá alejarnos de la zona problemática inicial.  
Hemos  aplicado  la  estrategia  de  la  “proteína  portadora”  a  varias  de  las  NPs  más 
relevantes,  en  las  que  ha  demostrado  su  gran  utilidad  (Hervás et  al. 2012),  y  se  ha  puesto  a 
punto  un  protocolo  detallado  y  sencillo  para  realizar  el  análisis  nanomecánico  usando  este 
vector para cualquier proteína en general, y para IDPs en particular (Oroz et al. 2012b). Gracias 
al  desarrollo  de  este  vector,  y  su  análisis  mediante  SMFS,  hemos  profundizado  en  detalles 
estructurales y en la dinámica de los primeros intermedios monoméricos que forman este tipo 
de  proteínas  (Hervás  et  al.  2012),  que  a  su  vez  es  crucial  para  obtener  información  sobre  el 
mecanismo  molecular  de  formación  del  componente  amiloide  (Platt  et  al.  2005;  Jahn  et  al. 
2006) y para entender  la ganancia de  función  tóxica de proteínas  implicadas causalmente en 
varias  enfermedades  conformacionales,  tales  como  las  enfermedades  neurodegenerativas 
(Nagai et al. 2007). 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Antes de llevar a cabo el riguroso análisis nanomecánico, quisimos estar completamente 
seguros  que  las  NPs  insertadas  en  la  proteína  portadora  preservaban  su  comportamiento 
amiloidogénico,  esto  es,  la  ganancia  de  estructura  β  en  el  tiempo  y  formación  de  fibras 
amiloides. Así mismo, se quería comprobar que el plegamiento del portador no se encontraba 
drásticamente  afectado  tras  introducir  la  NP  en  su  interior  ya  qu  esto  podría  afectar  a  su 
estabilidad mecánica.  Para  ello,  se  generaron  proteínas  de  fusión mínima  (sin  la  poliproteína 
pFS‐2  completa)  y  se  realizó  un  completo  análisis  estructural,  termodinámico  y  fibrilogénico 
(Figs. 4‐3 a 4‐9 y Tabla 3). En conjunto, este grupo de datos experimentales nos han llevado a 
obtener las siguientes conclusiones:  
‐Respecto  al  portador:  aunque  la  estabilidad  conformacional  de  las  proteínas 
portadoras  se  encuentra  reducida  cuando  contienen  la  NP  huésped  insertada  (Fig.  4‐3)  e 
incluuso  en  algunas  preparaciones  algunas  moléculas  pierden  su  estructura  terciaria, 
generalmente mantienen su estructura tridimensional y propiedades mecánicas básicas (Figs. 
4‐4,  4‐5  y  Tabla  2).  Esto  es  un  requisito  imprescindible  para  poder  llevar  a  cabo  un  análisis 




polipeptídica.  Esto descarta  la  posibilidad de  contactos  artefactuales  y  por  tanto,  una posible 
adquisición de estructura inducida en la NP cuando se inserta en el portador, o viceversa. 
‐ Respecto a las proteínas huéspedes: sorprendentemente,  las NPs estudiadas parecen 
comportarse  de  forma  similar  cuando  se  encuentran  albergadas  en  el  interior  de  la  proteína 
portadora  y  cuando  se  encuentran  aisladas,  en  particular  en  el  caso  de  α‐syn  y  Sup35NM, 
puesto que son las únicas que hemos podido comparar (para todos los parámetros analizados) 
con  los  monómeros  aislados.  Por  tanto,  la  proteína  portadora  no  parece  afectar  el 
comportamiento  amiloidogénico  de  las  diferentes  NPs,  aunque  presumiblemente  podría 
introducir  restricciones  considerables  en  su  espacio  conformacional.  Si  los  extremos  N  y  C 
terminales  estuviesen  muy  próximos  en  la  hipotética  conformación  estructurada  de  una  NP 
dentro  del  portador,  basándonos  en  la  desestabilización  que  sufren  proteínas  nativas  tras  la 
reducción de enlaces disulfuro (Pace et al. 1988),  el estado desplegado estaría entrópicamente 
desfavorecido en relación a la conformación estructurada hasta por 5 kcal/mol. Finalmente, los 
módulos  que  flanquean  la  proteína portadora  en  la  poliproteína pFS‐2 no parecen  impedir  la 
agregación de las NPs, aunque sí reducen la cinética de formación de fibras (Fig. 4‐9e). 
Una vez realizado el análisis estructural y de agregación/amiloidogénico de las proteínas 
de  fusión mínima  y  aisladas,  se  llevó  a  cabo  el  análisis  nanomecánico  de  las  diferentes  NPs 
mediante  SMFS usando  la estrategia de  la proteína portadora.  Los  resultados presentados en 
esta tesis doctoral no son directamente comparables con los obtenidos de estudios anteriores, 
ya  que  no  contaban  con  una  estrategia  para  la  detección  de  eventos  de molécula  individual 
como la desarrollada en este trabajo, ni con controles estructurales (es importante destacar que 
los  resultados  de  SMFS  presentados  se  correlacionan  estrechamente  con  los  controles 
estructurales y de agregación/fibrilogénesis realizados, como se muestra en las Tablas 3 y 4), ni 
tampoco  controles  para  descartar  posibles  interacciones  intermoleculares.  Sin  embargo,  las 
conclusiones  generales  presentadas,  están  en  concordancia  con  aquellas  presentadas 




conformacional de  cada una de  las NPs estudiadas  (péptido Aβ42, α‐syn, polyQs y  Sup35NM, 
junto con sus variantes y diferentes condiciones) con un n aproximadamente de 100 moléculas 
(Tabla 4).  
En  este  análisis  se  demuestra  que  proteínas  incapaces  de  formar  fibras  amiloides,  es 
decir,  tractos de polyQ no patológicos  ‐Q19‐, VAMP2,  y el doble mutante F19S/L34P Aβ42, no 
muestran  polimorfismo  conformacional  mecánico,  tal  como  se  comprobó  por  SMFS.  Por  el 
contrario,  proteínas  con  propensión  a  formar  fibras  amiloides,  polyQs  expandidas,  Sup35NM, 
Aβ42  y  α‐syn,  junto  con  las  formas  familiares  estudiadas,  presentaron  un  rico  polimorfismo 
conformacional. Por tanto, generalizando, hemos observado una característica común a todas 
las  NPs  analizadas:  la  existencia  de  un  elevado  polimorfismo  conformacional,  que  viene 
representado por una distribución aleatoria en los diagramas de fuerza y extensión (Figs. 4‐12, 
4‐14, 4‐15  y 4‐16).  Dentro  de  este  polimorfismo  conformacional,  se  han  caracterizado  desde 
moléculas que no ofrecen resistencia al estiramiento (confórmeros NM) hasta moléculas cuyo 





la  aparición  temprana  de  la  enfermedad  y  aceleran  el  proceso  de  oligomerización  (Chiti  y 
Dobson  2006;  Uversky  2009),  la  frecuencia  de  aparición  de  confórmeros  M  (y  hM)  se  ve 
aumentada.  Por  el  contrario,  el  tratamiento  con  el  péptido  inhibidor  QBP1  reduce 
significativamente  la frecuencia de aparición de confórmeros M (y hM) en polyQs expandidas, 
A53T  α‐syn  y  Sup35NM,  mientras  que  este  tratamiento  no  afectó  el  polimorfismo 
conformacional  de  Arc  Aβ42.  Por  otra  parte,  la  incubación  de  Aβ42  con  SV111  dio  como 
resultado  un  polimorfismo  conformacional  similar  al  encontrado  en  la  muestra  no  tratada, 
aunque la agregación y la fibrilogénesis se vio bloqueada, de acuerdo con resultados anteriores 




de  interacciones  de  desanclaje  proteína‐punta  o  proteína‐sustrato  (mediante  el  análisis  de 
F19S/L34P  Aβ42  y  Q19)  o  por  cambios  estructurales  inducidos  por  la  molécula  portadora 
(mediante el análisis de VAMP2 y Q19). 
En nuestro estudio, se han tomado muestras de las conformaciones del monómero de 
cada  NP  en  una  ventana  de  tiempo  de  aproximadamente  30  días.  Para  profundizar  en  el 
mecanismo de formación de confórmeros M, futuros estudios deberían abordar la cinética del 
proceso.  Si  se  aplica  un  modelo  secuencial  (Fig.  4‐19),  la  correlación  positiva  que  hemos 
detectado entre la frecuencia de aparición de confórmeros M y hM (Tabla 4) debería perderse a 
tiempos de  incubación más  largos. Esto es debido a que  según este modelo,  los  confórmeros 
hM  se  forman  a  partir  de  una  subpoblación  del  conjunto  de  confórmeros  M  por  lo  que  la 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frecuencia de confórmeros hM debería aumentar mientras que la de sus precursores M debería 
disminuir. 
Los  datos  obtenidos  nos  sirven  para  especular  sobre  la  posible  naturaleza  de  los 
confórmeros  NM,  M  y  hM  (como  sub‐clase  dentro  de  M).  El  análisis  de  los  datos  indicaron 
valores variables de ΔLc y Fu para eventos M en todas las NPs analizadas y condiciones testadas 
(Figs. 4‐12, 4‐14, 4‐15 y 4‐16). Cuando ambos parámetros son representados uno frente al otro 
se  observa  que  no  existe  correlación  entre  ellos  (Fig.  4‐13),  lo  que  sugiere  que  no  hay 
formación  de  estructuras  preferenciales.  Basado  en  nuestro  conocimiento  actual  sobre  la 
mecanoestabilidad de proteínas (estructuras tipo β  tienden a ser más mecanoestables que  las 




suponer  que  la  clase  de  confórmeros  NM  corresponde  a  conformaciones  RC  de  las  NPs, 
mientras  que  la  clase  M  corresponde  a  confórmeros  β ‐estructurados.  Aunque  nuestra 
interpretación se encuentra apoyada en  la visión actual de  la amiloidogénesis  (Chiti y Dobson 
2006), y se ha propuesto previamente en estudios anteriores (Sandal et al. 2008; Brucale et al. 
2009), hay que señalar que hélices de poliprolina II (Uversky y Fink 2004), coiled‐coils (Fiumara 
et  al.  2010)  y  estructuras  colapsadas  (Vitalis  et  al.  2008)  también  han  sido  implicadas  en  el 
proceso de amiloidogénesis. Por otra parte, el análisis de las diferentes extensiones de polyQs 
también proporciona una pista  importante sobre  las posibles  interacciones que mantienen  los 
confórmeros  tipo M.  Independientemente  de  la  naturaleza  de  la  estructura  precisa  de  estos 
confórmeros, el hecho de que  este tipo de confórmeros esté presente en el caso de las polyQs 
expandidas  sugiere  fuertemente que  las  interacciones  implicadas están mediadas por enlaces 





priónicas  (Wiltzius  et  al.  2009).  Es  plausible  pensar  que  estas  estructuras  puedan  contener 




aunque  los  autores  sugerían  la  formación de estructuras  colapsadas, más que de estructuras 
con cadenas β en cizalla, incluso para los tractos no patológicos que se encuentran por debajo 
del umbral de patogenicidad (Dougan et al. 2009).  




direcciones,  hacia  confórmeros  más  "estructurados"  por  mutaciones  patológicas  o  hacia  la 
conformación  NM  por  el  inhibidor  QBP1,  y  por  mutaciones  no  fibrilogénicas.  La  reducción 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drástica de la frecuencia de confórmeros M, incluyendo formas hM, producida por QBP1 sugiere 
que  confórmeros  hM  y/o  sus  precursores,  pertenecientes  todos  al  grupo  M,  podrían  ser 




4‐19).  Esta  interpretación  se  encuentra  apoyada  fuertemente  por  trabajos  anteriores  de 
aportan evidencias directas  indicativas de que  los confórmeros tóxicos para polyQ expandidas 
son  ricos  en  estructura  tipo β  (Nagai et  al. 2007).  Esta  evidencia,  junto  con  el  hecho  de  que 
QBP1 bloquea la formación de este tipo de estructura (Nagai et al. 2007), y que además ejerce 
un efecto anti‐neurodegenerativo  in vivo  (Popiel et al. 2007), nos permite hipotetizar sobre  la 
posible estructura y papel patogénico que presentan  los confórmeros hM, y M en general.  La 
reducción drástica de la frecuencia de aparición de dichos confórmeros, incluyendo formas hM, 
en  presencia  de  QBP1  sugiere  que  son  confórmeros  β ‐estructurados  y  además,  buenos 
candidatos  para  representar  el  hipotético  intermedio  mal  plegado  que  desencadenaría  la 
cascada de agregación, asociada directamente con citotoxicidad y neurodegeneración.  
Los resultados obtenidos amplían observaciones anteriores que indicaban mecanismos 
moleculares  comunes  en  las  etapas más  avanzadas  de  amiloidogénesis,  en  diferentes NPs,  a 
nivel de:  
a) oligomerización:  basado  en  el  reconocimiento  de  oligómeros  estructuralmente 
similares  en  todas  los  NPs  testadas  por  el  anticuerpo  conformacional 
antioligómero‐específico A11 (Kayed et al. 2003).  




A  su  vez,  recientemente  se  ha  demostrado  un  comportamiento  priónico  para  polyQs 
expandidas,  Aβ  y  α‐syn  (Brundin  et  al.  2010).  La  identificación  de  un  patrón  de  tendencias 
conformacionales común entre los monómeros de cuatro NPs representativas amplía aún más 
esta  visión  unificadora  a  las  primeras  etapas  del  proceso  de  amiloidogénesis.  Además,  la 
inhibición  de  la  fibrilogénesis  por  el mismo  péptido  en  tres  de  las  cuatro NPs  sugiere  que  el 
mecanismo  de  amiloidogénesis  muestra  características  moleculares  comunes  muy  similares 
desde  el  principio  del  proceso.  El  descubrimiento  de  estas  características  comunes  ofrece 
esperanza de que un único agente terapéutico pueda ser capaz de prevenir, detener o invertir 
el  desarrollo  de  muchas  enfermedades  neurodegenerativas  derivadas  de  proteínas 
completamente diferentes en futuros ensayos farmacológicos. 




umbral  de  patogenicidad,  la  naturaleza  de  los  cambios  conformacionales  que  se  producen 
durante  el  proceso  de  amiloidogénesis  está  sometido  a  un  controvertido  e  intenso  debate 
(Nagai  y  Popiel  2008;  Uversky  2009;  Wetzel  2010).  De  hecho,  existen  otros  modelos 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alternativos para explicar las enfermedades causadas por polyQs que han recibido atención en 
la  bibliografía,  tales  como  la  "hipótesis  de  la  polimerización",  según  la  cual  el  cambio 
conformacional  se  induce  tras  la  polimerización  de monómeros  en  fibras,  o mecanismos  de 
reclutamiento como el "modelo de rejilla lineal” (Uversky 2009; Wetzel 2010). Sin embargo, los 
datos  presentados  en  este  trabajo  sugieren  fuertemente  que  es  el  precursor  monomérico 
quien  sufre  el  cambio  conformacional  crítico  que  resulta  en  la  generación  de  especies 
primarias  tóxicas. Además, proporcionan una evidencia de apoyo a  la  llamada  "hipótesis del 
umbral estructural", que postula que por encima del umbral patológico, las polyQs expandidas 
sufren una transición estructural de RC a un confórmero rico en estructura tipo β (Trottier et al. 
1995),  y  a  su  vez  indican  que  dicha  transición  se  produce  en  el  monómero.  El  enfoque  de 
molécula individual usado nos proporciona una explicación para el hecho de que en un estudio 
anterior no fuese detectado el cambio conformacional crítico mediante espectroscopía de NMR 
(Masino  et  al.  2002).  Además  del  hecho  de  que  en  este  estudio  las  proteínas  de  fusión 
utilizadas, glutatión S‐transferasa‐Qn, no mostraron ninguna evidencia de agregación, indicador 
de  que  no  se  ha  producido  el  cambio  de  conformación,  los  confórmeros  hM  encontrados 
mediante  nuestra  aproximación  representan  sólo  el  7,5%  o  menos  de  las  especies  M 




la  interconversión  rápida  entre  distintos  confórmeros  monoméricos  en  NPs  (Ferreon  et  al. 
2010),  se  propone  que  una  vez  formados,  los  confórmeros  hM  son  susceptibles  de  quedar 
atrapados cinéticamente, debido a las altas barreras de energía que presentan para el proceso 
de  desplegamiento.  Este  hecho  haría  que  pudiesen  inhibir mecánicamente  la maquinaria  de 
procesamiento  proteico  de  la  célula  (principalmente  proteasoma  y  chaperonas),  como 




y  fibras  amiloides  (Fig.  4‐19).  Esta  “hipótesis  de  inhibición  mecánica”  se  ve  sustentada  por 
cuatro líneas de descubrimientos: 
 1)  Actualmente  se  sabe  que  las  enfermedades  neurodegenerativas  basadas  en 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4) El funcionamiento conjunto de chaperonas moleculares con chaperoninas  (Cuellar 
et  al.  2008),  juega  un  papel  clave  en  la  prevención  del  mal  plegamiento,  y  promoviendo  el 
ensamblaje de proteínas con expansiones patológicas de polyQs en oligómeros no tóxicos para 
la célula (Behrends et al. 2006; Kitamura et al. 2006; Tam et al. 2006; Tam et al. 2009). 
Alternativamente,  los  confórmeros  tóxicos  de  las  NPs  podrían  afectar  a  diferentes 
procesos  celulares  secuestrando  otras  IDPs  implicadas  en  funciones  celulares  importantes 









Figura  4‐19.  Hipótesis  mecánica  y  posible  relación  con  el  desarrollo  de  enfermedades 
neurodegenerativas  amiloidogénicas.  El  desarrollo  del  vector  pFS‐2  (Oroz  et  al.  2012),  ha  permitido 




razonable  asumir  que  tanto  confórmeros  M  como  hM  corresponden  a  confórmeros  β‐estructurados. 
Evidencias  basadas  en  técnicas  de  fluorescencia  de  molécula  individual  indican  que  los  diferentes 
confórmeros se encuentran en un equilibrio altamente dinámico (Ferreon et al. 2010), sin embargo, una 




concentración  citosólica  que,  hipotéticamente,  afectaría  a  múltiples  procesos  celulares,  resultando 
finalmente  en  la  formación  de  oligómeros  tóxicos  y  fibras  amiloides.  Estos  confórmeros  hM  podrían 
proceder  secuencialmente  de  intermedios  β‐estructurados  menos  tóxicos  (on‐pathway)  o  podrían 
desencadenar  la  enfermedad  a  través  de  una  vía  distinta  de  la  aquí  propuesta.  Alternativamente,  los 
confórmeros  hM  podrían  representar  subproductos  de  la  vía  amiloidogénica/citotóxica  cinéticamente 
atrapados. Los pasos bloqueados por los dos inhibidores peptídicos utilizados en esta tesis se indican en 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En conclusión, en  los últimos años  la biofísica de moléculas  individuales,  junto con el 
desarrollo de nuevas estrategias de análisis mediante ingeniería de proteínas, ha demostrado 
ser  muy  útil  en  el  análisis  estructural  de  sistemas  complejos,  como  es  el  caso  de  las  IDPs 
(Ferreon et  al.  2010; Hervás et  al. 2012).  En  combinación  con  la  información obtenida de  las 
aproximaciones poblacionales,  las  técnicas MMI permiten obtener una visión más profunda y 




que  esos  confórmeros,  o  sus  precursores M,  podrían  estar  directamente  relacionados  con  el 
desarrollo  de  la  patología.  La  aproximación  expuesta,  basada  en  el  nuevo  vector  pFS‐2  y  la 
estrategia  de  la  “proteína  portadora”,  abre  la  puerta  a  la  comprensión  del  mecanismo 
molecular de  la amiloidogénesis. En base a  los  resultados obtenidos, proponemos el  término 
auto‐explicativo  "proteinosclerosis"  para  referirnos  colectivamente  a  amiloidosis 
neurodegenerativas. En este contexto, los confórmeros hM (o sus precursores más tempranos si 
asumimos una vía secuencial), constituyen dianas  farmacológicas  ideales y biomarcadores de 
propensión  a  desarrollar  estas  enfermedades  fatales.  Además,  el  descubrimiento  de  la 
actividad promiscua del péptido QBP1, junto con el polimorfismo conformacional presente en 
las  NPs,  indica  que  existen  características  comunes  en  todas  ellas,  lo  que  posibilitaría  el 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6.       Conclusiones 
 




I. Hemos  desarrollado  un vector  de  expresión,  basado  en  la  familia  colectivamente 
denominada  pFS,  que  presenta  una  serie  de  ventajas  que  lo  hacen  un  sistema 
versátil  e  idóneo  para  el  análisis  nanomecánico  inequívoco,  a  nivel  de  molécula 
individual,  de  proteínas  con  estabilidad  mecánica  muy  baja  o  que  presenten 
polimorfismo conformacional. Esta variante, denominada pFS‐2, está basada en la 
estrategia  de  la  proteína  portadora  y  es  ideal  para  el  análisis  de  IDPs 
amiloidogénicas.  
II. Hemos  validado  esta  estrategia,  demostrando mediante  técnicas  estructurales  de 
alta  y  media  resolución,  NMR,  CD  y  TEM,  así  como  mediante  técnicas 
espectrofotométricas,  que  la  estrategia  portadora  usada  para  el  análisis  de  las 
proteínas  neurotóxicas  no  introduce modificaciones  artefactuales  en  la  proteína 
bajo  estudio  (conservado  sus  propiedades  amiloidogénicas)  ni  en  la  proteína  que 
actúa como portadora.  
III. Hemos demostrado que  las proteínas neurotóxicas más representativas usadas en 
este  trabajo,  presentan  un  elevado  polimorfismo  conformacional  mecánico, 
incluyendo confórmeros con una estabilidad mecánica superior a  los 400 pN, a  los 
que  hemos  denominado  hiper‐mecanoestables,  sugiriendo  un  mecanismo 
molecular  común  ‐a  nivel  de  monómero‐  en  el  comienzo  de  la  cascada  de 
agregación / neurodegeneración. Algunas de estos confórmeros presentan la mayor 
estabilidades mecánica descrita hasta la fecha para una proteína.  
IV. El  polimorfismo  conformacional  puede  ser modulado en dos  sentidos:  Las  formas 
familiares  de  enfermedades  analizadas  incrementan  la  propensión  de  formar 
confórmeros mecanoestables e hiper‐mecanoestables.  
V. El  péptido  inhibidor  QBP1  reduce  drásticamente  la  frecuencia  de  dichos 
confórmeros para expansiones de polyQ, α‐syn  y  Sup35NM, pero no para el  caso 
del péptido Aβ42. 
VI. Nuestros  resultados  favorecen  la  llamada  hipótesis  del  “cambio  conformacional” 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VII. Postulamos  una  hipótesis  mecánica,  en  la  que  los  confórmeros  hiper‐
mecanoestables, o sus precursores estructurales, podrían estar relacionados con el 
desarrollo  de  enfermedades  neurodegenerativas,  mediante  un  proceso  de 
inhibición  o  bloqueo  mecánico  de  las  maquinarias  de  procesamiento  proteico 
celulares  (proteasoma  y  chaperonas).  Proponemos  estos  confórmeros  como 
posibles  dianas  terapéuticas  y  biomarcadores  tempranos  de  enfermedades 
neurodegenerativas. 
VIII. Hemos  puesto  a  punto  un protocolo  detallado  y  sencillo  para  realizar  el  análisis 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El AFM en  su modo de  imagen ha  contribuido al  desarrollo de  la biología estructural. 
Mediante el movimiento controlado de su piezoeléctrico, la punta del sensor mecánico recorre 
línea  a  línea  un  área  de  la  superficie  de  la  muestra  detectando  su  distribución  de  masa  y 
reconstruyendo  su  topografía  con  resolución  tridimensional  subnanométrica. Además  registra 
las fuerzas de interacción punta‐superficie tanto en vacío, como en ambiente gaseoso o líquido, 






caracterizar  sus  interacciones  con  otros  especímenes  (topológica‐  y  dinámicamente)  y 
manipularlo  al  nivel  de  molécula  individual  para  caracterizar  sus  propiedades  mecánicas  (de 
Pablo et al. 2003; Valbuena et al. 2007). Hay que resaltar que estas imágenes se realizan sobre 
especímenes biológicos nativos (libres de agentes de contraste, a diferencia de la EM) gracias a 
la  elevada  relación  señal/ruido  de  la  técnica.  Recientemente  han  proliferado  montajes 










El barrido de  la  superficie  se  realiza moviendo  la muestra  sobre  la  sonda estacionaria 
con  una  trayectoria  en  zigzag  de  forma  que  se  registra  una  línea yi  (x,  z) y  a  continuación  la 
siguiente yi+1 (x, z). Este movimiento se realiza gracias a un posicionador piezoeléctrico (Fig. 1‐
13) que posee la capacidad de extenderse y contraerse con enorme precisión como respuesta a 
un  voltaje  aplicado  (concretamente,  a  su  intensidad  y  polaridad).  Está  compuesto  por  tres 




corrige  la  altura  en  respuesta  a  la  señal  láser  registrada  en un  fotodiodo  (Fig.  1‐13).  El mapa 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topográfico se obtiene en la mayoría de las medidas manteniendo la fuerza entre la punta y la 
muestra constante durante el barrido, esto es, manteniendo la deflexión de la punta constante. 
Para  ello  un  circuito  de  retroalimentación  (o  feedback)  recibe  los  cambios  registrados  en  el 
fotodiodo  y  calcula  el  voltaje  que  se  aplicará  al  piezoeléctrico  en  z  para  que  se  contraiga  o 
expanda convenientemente. 
El haz láser es producido por un diodo y enfocado mediante un sistema de lentes. Debe 




Para determinar  la  fuerza  entre punta  y muestra,  el  fotodiodo  realiza  la  comparación 
entre  intensidades de  luz  incidentes en cada par de sectores que  lo dividen y proporciona  las 





hará  reaccionar  a  su  vez  al  piezoeléctrico.  El    microscopio  se  posa  sobre  una  mesa  anti‐














La  base  del  funcionamiento  del  AFM  es  la  fuerza  de  interacción  entre  la  punta  y  la 
muestra, la cual está descrita por la ecuación: 
 Ec. 8‐1                                                      F = ‐δV/δr, 
donde V  es el potencial de  la  interacción,  y  r  la distancia entre punta y muestra. Esta 
interacción presenta una región repulsiva (F > 0) que corresponde a una situación de contacto 
entre punta y muestra, y una región atractiva (F < 0) que corresponde a la ausencia de contacto 
(Fig.  8‐2a).  La  interacción  entre  punta  y muestra  se  puede  reducir  a  la  interacción  entre  los 
átomos en los extremos de la punta y de la muestra y es asimilable a un potencial de Lennard‐
Jones,  que  describe  la  interacción  entre  dos  átomos  o  moléculas  neutras  situados  a  una 
distancia r (Fig. 8‐2b). 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La  ecuación  resaltada  en  la  Figura  8‐2b  corresponde  al  potencial  de  Lennard‐Jones, 
donde ε es la profundidad del pozo de potencial, σ la separación entre partículas para la que el 
potencial  se  hace  cero,  y  21/6σ  la  distancia  del  mínimo  de  energía.  En  este  potencial  se 
diferencian  dos  regímenes:  uno  repulsivo,  descrito  por  el  término  (r)‐6;  y  el  otro  atractivo, 
descrito  por  el  término  (r)‐12.  Las  interacciones  que  dominan  cada  término  son  de  distinta 





Figura  8‐1.  La  punta  del  sensor  del  AFM.  a) Poder  resolutivo  de  la  punta.  La  sensibilidad  de  la  punta 
depende del radio de curvatura de su extremo y de su capacidad de penetración (definida por los ángulos 
de  las  paredes  del  extremo).  Se  están  desarrollando  puntas  cada  vez  más  afiladas  (1‐3)  que  incluso 
incorporan en su extremo sondas aún más finas como “nanomuelles” de 20 nm de diámetro y 1 μm de 
longitud (4), o nanotubos de carbono de 1‐2 nm de diámetro (5) soldados o crecidos directamente sobre 







de  las  fuerzas  de  dispersión  de  London  (de  corto  alcance),  asumiendo  que  son  aditivas. 
Suponiendo  la  punta  como  una  esfera  de  radio R  separada  una  distancia  z de  una  superficie 





y  se deja  adsorber por  simple  fisisorción  (aunque  también existen protocolos establecidos de 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(fuerza EDL). Esta fuerza EDL depende enormemente de  la naturaleza y distribución de cargas 
en el sustrato y la muestra. Además, esta fuerza gobierna la fuerza DLVO (de Derjaguin, Landau, 




El  primer  término  de  la  ecuación  es  la  fuerza  EDL,  cuyo  alcance  (λD)  depende  de  la 
naturaleza de los  iones del medio (carga y radio iónico), mientras que el segundo término son 
las fuerzas de van der Waals (Ec. 8‐2). La fuerza efectiva de la punta sobre la muestra resulta de 









y el  régimen en el que actúan  (ver Sección 8.1.1.1.2;  (1) modo de  contacto,  (2) modo de no  contacto, 










reaccionando  a  un  voltaje  externo,  y  aunque  lleva  a  cabo  inicialmente  la  mayor  parte  del 
desplazamiento,  el  ajuste  fino  se  produce  después  y  el  piezoeléctrico  continúa  barriendo 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normalmente. Se habla de “efecto punta” cuando ésta  tiene una geometría distinta a  la  ideal 




















atractivas  de  largo  alcance. Un  segundo piezoeléctrico  hace  resonar  la micropalanca,  sea  con 
amplitud  constante  (A0),  sea  con  frecuencia  constante  (ν0),  de  forma  que  las  variaciones  en 
frecuencia  o  en  amplitud  (respectivamente)  se  hacen  corresponder  con  cambios  topográficos 
(Moreno‐Herrero et al. 2002).  
El modo  de  contacto  intermitente  o  de  salto  (jumping mode,  Fig.  8‐3)  funciona  de  la 
siguiente manera:  en  cada punto de  la  imagen  se  registra  un  espectro  de  fuerza  reajustando 
cada vez  la distancia punta‐muestra para que  la  fuerza normal ejercida no  supere  la ajustada 
por el usuario (el setpoint, normalmente de 20‐100 pN) y registrando la altura z a esa fuerza y la 
adhesión  y  la  pendiente  de  la  curva  para  generar  los mapas  de  topografía,  de  adhesión  y  de 
rigidez, respectivamente. El desplazamiento al punto consecutivo tiene lugar fuera del contacto 
(el  tamaño  del  salto  elegido  es  siempre  unos  pocos  nanómetros  mayor  que  la  altura  del 
espécimen  analizado)  con  lo  que  se  minimiza  el  tiempo  de  interacción  entre  la  punta  y  la 
muestra y la potencial alteración de ésta, y el posible efecto de desplazamiento del espécimen 
por el sustrato al ser arrastrado por la punta. Se trata de un modo más lento que los otros por la 
cantidad  de  puntos  intermedios  tomados  para  cada  curva  (jump  sample),  proporcionales  al 









está  retraído,  y  por  tanto  no hay  contacto  punta‐muestra  (fuerza  cero).  En  esta  posición  se  efectúa  el 
desplazamiento lateral al siguiente punto de la imagen. En gris se representa la posición del conjunto en 
el extremo del salto, cuando se ha alcanzado la fuerza establecida como setpoint (o máx en la imagen). A 
continuación  el  piezoeléctrico  se  retira  la  distancia  fijada  para  el  salto  (en  este  caso  de  30  nm)  y  se 




que  la  medida  es  en  líquidos,  las  fuerzas  capilares  de  adhesión  punta‐muestra  se  anulan. 
Simultáneamente al registro del mapa topográfico se registran la adhesión del espectro fuerza‐extensión 
(1) y  la pendiente de  la misma (2) para generar  los correspondientes mapas de adhesión y de rigidez o 
stiffness. Figura extraída de Schaap et al. 2004. c)  Imagen obtenida en  jumping de agregados de α‐syn 
humana. La escala de colores en la topografía marca la altura, que oscila de más oscuro (menor altura) a 
















En  la  modalidad  de  length‐clamp,  los  parámetros  típicos  que maneja  la  SMFS  son  la 
fuerza  de  desplegamiento  (Fu)  y  el  ΔLc.  Como  se  ha  explicado  anteriormente  (ver  Sección 
1.3.2.1.2), el ΔLc  se deduce del ajuste de  los picos en un espectro  fuerza‐extensión al modelo 
WLC,  y  se  corresponde  con  el  número  de  aminoácidos  contenido  en  la  región  desplegada 
multiplicado por  la  contribución en  longitud de  cada uno de ellos  a  la  fuerza de estiramiento 
empleada (p = 0.4 nm, (Ainavarapu et al. 2007)). Como se trata de un proceso secuencial, si el 
punto de ruptura se encuentra entre  los extremos de  la proteína,  la distancia entre dos picos 
consecutivos  corresponderá  con  el  tamaño  de  la  proteína  desplegada,  a  no  ser  que  existan 
intermedios del desplegamiento. 
El  parámetro  que determina  la  estabilidad mecánica  de  un módulo  es  su Fu.  Como  la 
fuerza es una magnitud vectorial, la estabilidad mecánica de una proteína dependerá no sólo de 
la magnitud de  la fuerza aplicada, sino también de su punto de aplicación, dirección y sentido 
(Carrión‐Vázquez et  al.  2003).  Los  valores  de  estabilidad mecánica  de  cada  repetición  de  una 
poliproteína  no  son  iguales  debido  al  carácter  estocástico  del  proceso.  Esto  se  explica 
considerando que el desplegamiento mecánico de una proteína mediante SMFS es el resultado 
de dos  tipos de  fuerzas que actúan sobre ella  simultáneamente:  las  térmicas y  las mecánicas. 
Por  eso  la  Fu  de  una  proteína  individual  se  expresa  como  el  promedio  de  valores  de  un 
histograma de frecuencias cuyo valor medio representa su estabilidad mecánica.  
En  términos  cinéticos,  los  experimentos  de  SMFS  permiten  la  caracterización  de  las 
barreras  (energías  de  activación  en  la  teoría  de  Arrhenius)  que  una  proteína  ofrece  a  su 
estiramiento  en  términos  de  altura  (ΔGd
‡)  y  localización  en  la  dirección N‐C  terminales  (Δxd). 
Empleando  de  base  la  teoría  del  estado  de  transición  convencional,  podemos  estimar  los 
parámetros  cinéticos  del  proceso  de  desplegamiento  (y  replegamiento)  (Bell  1978;  Evans  y 
Ritchie 1997). La aplicación de una fuerza mecánica inclina el diagrama de energía del proceso 
de desplegamiento espontáneo, disminuyendo la barrera al estado de transición y aumentando 







Utilizando  esta  expresión  analítica,  podemos  calcular  los  parámetros  cinéticos  del 
proceso  de  desplegamiento:  kd
0  (tasa  de  desplegamiento  espontáneo  o  a  fuerza  cero)  y  Δxd 
(anchura de la barrera de energía de activación: distancia en las coordenadas de reacción sobre 
la que debe aplicarse la fuerza para alcanzar el estado de transición). Esta ecuación predice que 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aumenta  la  constante  de  desplegamiento  reduciendo  la  energía  de  activación  por  FΔxd,  pero 
disminuye su tasa de plegamiento.  
Existen varios modos de caracterizar la dependencia de la F con la tasa r, dependiendo 
del modo  en  el  que  se  realicen  los  experimentos  de  SMFS.  En  el modo  de  length‐clamp  (ver 
Sección 1.3.2.1.2), como el experimento se realiza a una velocidad fijada, se toman medidas a 
diferentes  velocidades para  calcular  la  dependencia  de  la F  con  la  velocidad  de  estiramiento. 
Una  vez  obtenida  esta  dependencia,  se  realizan  simulaciones  de  Monte  Carlo  del 
desplegamiento  de  la  poliproteína  a  diferentes  velocidades  (Carrión‐Vázquez  et  al.  1999). 
Mediante estas simulaciones modelizamos  la extensión de  la proteína mediante su elasticidad 
entrópica (como la que se describe en los experimentos mediante el WLC), y el desplegamiento 





8‐6),  y  Δt  es  el  intervalo  de  muestreo.  La  simulación  se  realiza  a  diferentes  velocidades 
utilizando diferentes combinaciones de kd
0  (tasa de desplegamiento a  fuerza cero) y Δxd hasta 
que  se  consigue  imitar  la  dependencia  de  F  con  la  velocidad  de  estiramiento  experimental 
(Carrión‐Vázquez et al. 1999).  
Si,  por  otra  parte,  realizamos  experimentos  en  el  modo  de  force‐ramp  (ver  Sección 
1.3.2.1.2),  esta  dependencia  se  obtiene  directamente  puesto  que  aumentamos  a  velocidad 
constante la fuerza a la que sometemos a la proteína. Una vez representado en un histograma 
las  frecuencias  de  fuerzas  de  desplegamiento,  se  integra  ese  histograma  para  obtener  la 







Así,  podemos  obtener  kd
0  y  Δx  para  representar  el  paisaje  energético  del 











la  caracterización  del  proceso  de  desplegamiento  y  replegamiento  de  proteínas  con  gran 
detalle.  Se  ha  visto  que  las  diferentes  estructuras  de  las  proteínas  tienen  comportamientos 
determinados,  hasta  el  punto  de  que  puede  predecirse  con  alto  grado  de  fiabilidad  el 
comportamiento mecánico de una proteína en base a  su estructura  (Valbuena et al.  2009). A 
continuación detallamos algunos descubrimientos en el campo que han permitido conocer más 
acerca  del  proceso  de  plegamiento/desplegamiento  de  las  proteínas.  También  se mencionan 
algunos  trabajos  que  relacionan  la  mecánica  con  procesos  enzimáticos  y  celulares,  lo  que 









carácter  vectorial  de  la  fuerza  en  el  desplegamiento  de  proteínas,  ya  que  la  estabilidad 
mecánica  de  una  proteína  depende  de  la  geometría  del  estiramiento  (Carrión‐Vázquez  et  al. 
2006) y del punto de aplicación de la fuerza (Carrión‐Vázquez et al. 2003). Por otra parte se ha 
visto  que  la  estructura  terciaria  de  algunas  proteínas  puede  aportar  características 
nanomecánicas determinadas,  como el  comportamiento Hookeano de  la  superhélice  formada 
por  la  estructura  solenoide  de  la  ankirina  B  (Lee  et  al.  2006).  Recientemente  nuestro  grupo 
caracterizó  la  proteína  nativa  con  la mayor  estabilidad mecánica  descrita  hasta  la  fecha,  una 





mutaciones  puntuales  implicadas  en  poliquistosis  humanas  afectan  a  la  nanomecánica  de  la 
proteína poliquistina, un hipotético sensor mecánico de los cilios del riñón (Ma et al. 2009). 
 




mediante  force‐clamp.  En  este  tipo  de  experimentos,  primero  se  despliega  la  proteína  completa 
manteniendo  un  desplazamiento  del  piezoeléctrico  límite  para  impedir  que  la  molécula  se  suelte,  y 
posteriormente se reduce esta distancia durante un tiempo determinado para facilitar que la proteína se 





bajas  fuerzas,  tanto a nivel de poliproteína como de monómero  (Fernandez y Li 2004; Garcia‐
Manyes  et  al.  2007;  Garcia‐Manyes  et  al.  2009).  En  otros  trabajos  recientes,  mediante  la 
construcción de un AFM con  la  resolución de  fuerza  aumentada por disminución del drift del 
piezoeléctrico  (ver  Sección  8.1.1.1.1)  se  ha  caracterizado  el  equilibrio  entre  la  forma  apo‐  y 
holo‐  de  la  proteína  calmodulina  (Junker  et  al.  2009),  así  como  la  observación  directa  del 
equilibrio  de  plegamiento  mecánico  de  un  módulo  individual  (Schlierf  et  al.  2007).  Por  otra 







las  empleados  in  vitro,  y  por  tanto  también  lo  sean  las  fuerzas  de  desplegamiento,  los 
resultados  de  SMFS  pueden  llegar  a  explicar  los  mecanismos  moleculares  que  subyacen  a 
diversos  procesos  fisiológicos.  Por  ejemplo,  a  través  de  datos  de  nanomecánica  de  los 
diferentes componentes de las regiones de la titina cardiaca se consiguieron explicar las bases 
moleculares  de  la  elasticidad  pasiva  del  músculo  (Li  et  al.  2002).  Igualmente,  mediante  la 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El  éxito  en  un  experimento  de  SMFS  se  basa  fundamentalmente  en  los  siguientes 
factores:  calidad  de  la  muestra,  capacidad  del  espécimen  de  adsorberse  al  sustrato  sin 




molecular  para  posibilitar  una  identificación  inequívoca  de  eventos  de  desplegamiento  de 
proteínas con baja estabilidad mecánica. Todos estos factores pueden comprometer el éxito de 
estos experimentos, a pesar de que la SMFS es una técnica de toma de datos rápida y, si el AFM 
se  encuentra  en  condiciones  estables,  las  sesiones  pueden  durar  días  enteros  con  un 
requerimiento mínimo por parte del usuario si se ha automatizado el ajuste de la línea base de 
los espectros.  




muestra  mediante  imagen  antes  de  proceder  a  su  estiramiento.  En  nuestro  grupo  hemos 
desarrollado un  sistema de hardware y  software para poder  comunicar  los dos programas de 
adquisición de datos necesarios (WSxM de Nanotec Electrónica, para toma de imágenes; e Igor 
Pro de Wavemetrics, para SMFS), lo que nos permite realizar una imagen de la superficie hasta 
encontrar  proteínas  individuales  y  proceder  a  su  estiramiento  (Fig.  8‐5a,b;  (Valbuena  et  al. 
2007)).  Sin  embargo,  en  la  práctica  es  difícil  compatibilizar  las  dos  técnicas  debido  a  que  las 
condiciones  experimentales  de  ambas  son  diferentes  (normalmente  se  emplea  mica  como 
sustrato y una concentración baja de proteína para  imagen, mientras que para SMFS se suele 
utilizar  una  concentración  mayor  y  otro  tipo  de  sustratos  que  resultan  inaceptablemente 
rugosos  para  imagen)  y  a  la  facilidad  con  la  que  la  punta  puede  resultar  contaminada  tras 
repetidos ciclos de estiramientos, lo que disminuye notablemente la resolución de las imágenes.  
Otro  campo  de  experimentación  de  SMFS  son  los  análisis  de  fuerzas  de  ruptura  de 
interacciones intermoleculares en proteínas. La estrategia más común es funcionalizar la punta 
y  la  superficie  con  moléculas  orgánicas  de  longitud  conocida  con  grupos  reactivos  en  los 
extremos para que la muestra pueda unirse covalentemente a ellas (Fig. 8‐5c). De esta forma se 
dispone de un espaciador que nos sirve para distinguir los eventos de ruptura de la interacción 
bajo  examen  de  las  interacciones  inespecíficas.  No  obstante,  como  aquí  no  se  dispone  de 
patrones de señal repetitivos sobre los que basar nuestra identificación (como las poliproteínas 
en  interacciones  intramoleculares),  habitualmente  se  emplean  otros  métodos  bioquímicos 
complementarios  como  controles  externos.  Lo más  habitual  es  añadir  agentes  bloqueantes  o 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antagonistas  a  la  solución  experimental  en  cuya  presencia  el  pico  de  fuerza  atribuido  a  la 
ruptura de la  interacción desaparece (Fig. 8‐5d). En esta tesis no se han realizado este tipo de 
experimentos,  por  lo  que  para  este  tema  debemos  remitir  a  revisiones  específicas  donde  se 







en  tapping  antes  (izquierda)  y  después  (derecha)  de  añadirle  la muestra  de  proteína.  El  círculo  negro 
marca una molécula individual de poliproteína (I27)8. b) Imagen y SMFS simultáneo. Una vez reconocida 
una proteína  individual  (abajo a  la  izquierda se muestra un perfil que puede ajustarse al  tamaño de un 
(I27)8  individual) procedemos a su estiramiento repetidas veces a la vez que vamos barriendo sobre ella 
para adquirir imágenes. La resolución de la imagen se reduce en este caso por posibles contaminaciones 






SMFS  y  los  resultados  derivados  de  técnicas  bioquímicas  y  celulares.  Para  solventar  estas 
discrepancias, en el futuro deberá enfatizarse la importancia de las condiciones experimentales 
para  que  los  experimentos  de  SMFS mimeticen  fielmente  la  situación  fisiológica  en  la  que  se 
encuentra la proteína. Esto incluye: realizar los experimentos de SMFS en un ambiente natural 
para  la  proteína  (Janovjak  et  al.  2003;  Kessler  y  Gaub  2006),  optimizar  las  condiciones 
ambientales (Leake et al. 2006), investigar proteínas multimodulares o poliproteínas en paralelo 
para obtener  agregados homotípicos,  los  cuales  son  frecuentes  in  vivo  (Liversage et  al. 2001; 
Sarkar  et  al.  2004)  o  estudiar  alteraciones  en  las  propiedades  mecánicas  inducidas  por 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interacción con un ligando (Junker et al. 2009). Esto último podría ser extremadamente útil en 
el  estudio  de  la  señalización  mecánica.  En  este  contexto,  los  datos  de  la  SMFS  podrían 
combinarse  con  los  derivados  de  técnicas  de  fluorescencia  de  molécula  individual  (como  la 
microscopía  de  fluorescencia  de  reflexión  total  interna  o  TIRF;  o  la  transferencia  de  energía 





El  espectro  de  CD  se  origina  por  la  absorción  diferencial  de  la  luz  polarizada 
circularmente hacia la derecha y hacia la izquierda por un cromóforo asimétrico o situado en un 
entorno asimétrico, como son  las hélices α o  las estructuras β en proteínas. En consecuencia, 





del  enlace  peptídico  dando  lugar  a  espectros  característicos  para  cada  tipo  de  estructura 
secundaria (α hélice, hoja β, giros β, hélices de poli‐L‐prolina, etc., (Brahms y Brahms 1980). Las 
variaciones  en  la  estructura  secundaria  (UV  lejano)  y  terciaria  (UV  cercano)  que  se  producen 
durante la desnaturalización de proteínas pueden seguirse fácilmente a partir de las variaciones 
en el espectro de CD (Pace et al. 1989).  
Así,  la  sintonía  o  desacoplamiento  en  las  variaciones  de  la  elipticidad  (magnitud 
mediante  la  cual  se  representa  el  fenómeno  de  CD)  con  la  temperatura  (o  la  presencia  de 
agentes  caotrópicos)  a  distintas  λ  puede  aportar  información  sobre  la  posible  formación  de 
intermedios  en  procesos  de  desnaturalización  o  renaturalización  de  proteínas.  Lo  habitual  es 
establecer un espectro característico de la proteína en condiciones nativas para determinar una 
λ  a  la  que  la  proteína  muestra  una  intensidad  máxima  de  señal,  que  será  la  λ  a  la  que  se 
caracterizará  la  pérdida  de  estructura  secundaria,  como  representación  del  proceso  de 












que  se  conoce  como  la  ecuación  Gibbs‐Hemholtz  integrada,  y  que  describe  con  buena 
aproximación  la  curva  de  estabilidad  de  las  proteínas.  Para  el  caso  de  proteínas  cuya 
desnaturalización térmica es reversible y se ajusta a un modelo de dos estados, los parámetros 






Aunque  tengan  bases  físicas  totalmente  distintas,  por  NMR  pueden  determinarse  las 
posiciones de cada uno de los átomos que constituyen una molécula (Wüthrich y 1986; Roberts 
1993),  de  igual  forma  que  en  cristalografía  de  rayos  X.  La  ventaja  que  tiene  la  NMR  es  que 
caracteriza la estructura de una proteína en solución, con la posibilidad de obtener información 
dinámica o de estados parcialmente plegados de  la proteína. Por otro  lado,  la desventaja que 
tiene la NMR con respecto a la cristalografía de rayos X es el tamaño del espécimen, aunque ha 
habido avances en el campo que han posibilitado aumentar ese límite superior (Grishaev et al. 
2005;  Tugarinov  et  al.  2005)  de  forma  que  recientemente  se  ha  conseguido  resolver  la 
estructura de una proteína de 82 kDa (Grishaev et al. 2008).  
El fenómeno de la NMR ocurre como consecuencia de que los núcleos atómicos poseen 
una propiedad mecanocuántica denominada espín nuclear  (I)  que determina  su  capacidad de 
“pivotar  mecánicamente”  alrededor  de  un  eje  (dicho movimiento  puede  ser  definido  por  su 
momento angular),  y es un número  fijo para cada  tipo de núcleo  (Fig. 8‐6,  (Gómez‐Moreno y 
Sancho 2003)). Los núcleos con espín nuclear distinto de 0 se comportan como una distribución 
finita de carga, por lo que tienen un momento magnético m, que es proporcional y paralelo al 
espín  nuclear  I,  µ  =  γ  I,  siendo  γ    la  denominada  constante  giromagnética,  que  es  una 







de  menor  energía  (α)  está  más  poblado  que  el  de  mayor  energía  (β),  pero  la  diferencia  de 
energías  y  poblaciones  entre  los  dos  niveles  es  muy  pequeña  (Fig.  8‐6a).  Esto  hace  que  la 
sensibilidad  de  la  NMR  sea  pequeña  y  se  requieran muestras  relativamente  concentradas  de 
proteína para la adquisición de espectros. Dado que el cociente entre las poblaciones de los dos 





siendo w  la  frecuencia de precesión a  la que rota un espín respecto al campo B0. Esta 
frecuencia, denominada  frecuencia de  Larmor, es  característica del núcleo observado. En una 
muestra que contenga un gran número de núcleos, todos con la misma frecuencia de Larmor, 
puesto  que  los  niveles  de  energía  no  se  encuentran  igualmente  poblados,  existirá  una 
magnetización neta paralela  al  campo  (M).  En un  sistema de ejes que gira  con una  velocidad 
angular igual a la frecuencia de Larmor, M corre a lo largo del eje z (Fig. 8‐6b). En este sistema, 
la aplicación de un campo magnético continuo B1 origina la precesión de la magnetización en el 
plano  yz  (Fig.  8‐6c).  Dependiendo  de  la  duración  del  pulso  de  radiofrecuencia,  el  vector  de 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magnetización M girará un ángulo q distinto en el plano yz (Fig. 8‐6d). Un pulso de 90° es el que 
lleva la magnetización al eje y (Fig. 8‐6e). 
Después  de  un  pulso  de  90°  la  magnetización  precesa  en  el  plano  xy  alrededor  del 
campo  magnético  B0  situado  en  el  eje  z,  generando  señales  de  radio  que  decaen 




El  hecho  de  que  cada  núcleo  de  una  molécula  tenga  una  frecuencia  de  resonancia 
distinta  se debe a que el  campo magnético  real experimentado por un núcleo es  ligeramente 
diferente  del  campo  magnético  externo  B0,  puesto  que  éste  se  ve  modificado  por  la  nube 
electrónica que rodea al núcleo. Para que las señales de las posiciones en espectros obtenidos 
en  distintos  espectrómetros  sean  comparables,  es  preciso  definir  un  parámetro  que 






siendo  vnúcleo  la  frecuencia  del  núcleo  objeto  de  estudio,  vreferencia  la  frecuencia  de 
resonancia del núcleo elegido como referencia y v0 la frecuencia del núcleo considerado (
1H, 13C, 
15N)  en  el  espectrómetro,  todas  ellas  expresadas  en  Herzios  (Hz).  La  asignación  del  espectro 
consiste relacionar cada señal con su núcleo (1H, 13C, 15N) de la proteína. La dispersión de los δ 
en los espectros de NMR de una proteína, ya que suele ser mucho más pobre en una proteína 














Por  otra  parte,  el  efecto  nuclear  Overhauser  (NOE)  se  refiere  a  la  transferencia  de 





encuentran  inaccesibles  al  disolvente,  lo  que  ocurre  cuando  forman  parte  de  enlaces  de 
hidrógeno. La velocidad de intercambio NH/ND se obtiene fácilmente a partir de la variación de 
la  intensidad  de  la  señal  de  NMR  correspondiente  al  protón  NH  amídico  en  una  serie  de 
espectros registrados a distintos tiempos a partir de la disolución de la proteína en D2O (no se 
observa  señal  de  NMR  para  el  grupo  ND).  Las  velocidades  de  intercambio  NH/ND  lentas 
normalmente indican que un protón NH participa en un enlace de hidrógeno, pero no permiten 
identificar al aceptor  (Bruix et al. 2008). Mediante el cálculo de acoplamiento dipolar  residual 
(RDC)  se  puede  definir  la  orientación  relativa  de  subdominios  de  proteínas  en  los  que  no  se 
observan NOEs interdominio debido a la existencia de pocos contactos entre ellos. Finalmente, 
las  constantes  de  acoplamiento  escalar  (J)  entre  los  espines  nucleares  son  dependientes  de 
distintos ángulos dihedro del esqueleto peptídico, lo que nos puede dar información cualitativa 
de  los  elementos  de  estructura  secundaria  de  la  proteína  (Gsponer et al.  2006).  Todos  estos 







La  calorimetría  diferencial  de  barrido  (Differential  Scanning  Calorimetry,  DSC)  es 
generalmente considerada hoy en día como la técnica más adecuada para estudiar la energética 
de  las  transiciones  de  plegamiento‐desplegamiento  de  las  proteínas.  Esta  técnica  permite  la 
caracterización  termodinámica  de  los  cambios  conformacionales  inducidos  por  cambios  de 







de  la  termodinámica  (supuesto  el  proceso  de  equilibrio),  corresponde  a  un  proceso 
endotérmico.  La  información  fundamental  que  proporciona  la  DSC  es  la  capacidad  calorífica 
relativa  de  un  sistema  en  función  de  la  temperatura.  El  procesamiento  subsiguiente  de  esta 
magnitud  nos  puede  proporcionar  una  caracterización  termodinámica  completa  del  proceso 
investigado.  En  el  caso  de  que  el  proceso  de  desnaturalización  transcurra  en  equilibrio,  es 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Figura  8‐7.  Ejemplo  de  termograma  en  un  experimento  de  DSC.  Curva  de  capacidad  calorífica  (trazo 
continuo)  en  función  de  temperatura  para  la  desnaturalización  térmica  de  una  proteína  hipotética.  En 
trazo discontinuo se representa la capacidad calorífica intrínseca. El área encerrada entre las dos curvas 
equivale a la entalpía de desnaturalización, ΔH. Tm es la temperatura del máximo de la transición y ΔCp es 
el  incremento  de  capacidad  calorífica  entre  el  estado  nativo  (N)  y  el  desplegado  (D).  Por  lo  general  el 
termograma  de  DSC  de  una  proteína  es  una  curva  que  contiene  una  transición,  en  forma  de  pico 
endotérmico,  que  se  debe  a  la  absorción  de  calor  asociado  con  la  desnaturalización  de  la  proteína 
inducida por la temperatura (en el caso de algunas proteínas se obtienen varios picos). Los valores de la 
señal en la zona pre‐ y post‐transición corresponden respectivamente a las capacidades caloríficas de los 







La  microscopia  electrónica  de  transmisión  (TEM,  del  inglés  Transmission  Electron 
Microscopy)  es  una  de  las  técnicas  qué  más  ha  contribuido  a  la  biología  y  también 
recientemente  a  la  nanociencia  y  la  nanotecnología  en  los  últimos  años.  En  microscopía 
electrónica  se  trabaja  en  vacío  con  el  fin  de  que  la  trayectoria  del  haz  de  electrones  no  sea 
desviada. Las  interacciones de  los electrones con  la muestra produce una serie de radiaciones 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secundarias;  electrones  secundarios,  electrones  transmitidos,  radiación  X,  electrones  Auger, 
catodoluminiscencia , aparte de la energía absorbida por la muestra. La utilización de una u otra 











la  lente objetivo dentro de una  imagen  intermedia ampliada. La  imagen es ampliada aún más 
gracias a  las  lentes proyectoras,  las cuales controlan  la ampliación de  la  imagen en  la pantalla 
fluorescente.  La  imagen  final  se  proyecta  sobre  una  pantalla  fluorescente  o  una  película 
fotográfica.  Existen  diferentes  modos  de  formación  de  la  imagen  en  un  microscopio  de 




respectivamente.  Para  la  generación  de  imágenes  de  macromoléculas,  como  las  proteínas 
mediante TEM de campo claro, una de las técnicas más usadas es la tinción negativa, en la que 
se usan sales pesadas de alto número atómico (como el acetato de uranilo usado en esta tesis 






la  longitud de onda de  los electrones es muy pequeña ese ángulo también  lo es por  lo que el 
haz debe incidir prácticamente paralelo a los planos reticulares. El diagrama de difracción está 
formado  por  los  puntos  de  corte  de  los  haces  difractados  y  transmitido  con  el  plano  de  la 
pantalla. Representa, por tanto,  la sección de la red recíproca del cristal en el plano normal al 
haz de electrones (Williams y Carter 1996b). 






















2.  Depositar  la  cantidad  deseada  de  proteína  (2‐50  μl)  sobre  una  gota  del  tampón 









5.  Colocar  la  micropalanca  en  la  celda  de  fluidos,  teniendo  en  cuenta  la  orientación  de  las 
puntas (finalmente deben apuntar hacia el fotodiodo). 
 




6.  Filtrar  el  volumen  del  tampón  experimental  y  colocar  dos  jeringuillas  llenas  de  éste  en  la 


































    131 
13. Realizar un espectro térmico para poder calibrar después la micropalanca (la superficie está 
alejada para que la punta resuene libre). Presionar el botón Power de Igor hasta que se obtenga 






14.  Encender  la  electrónica  Dulcinea  (Nanotec  Electrónica)  y  el  controlador  PI  (Physik 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17.  Realizar  una  curva  fuerza‐extensión  de  calibración  para  medir  la  constante  de  la 








a  la  nominal  y  la  zona  de  contacto  debe  ser  recta),  ajustar  los  parámetros  de  velocidad  de 
estiramiento, fuerza de contacto y longitud de extensión, modo de SMFS, etc. (cada modo tiene 
una pestaña individual en el panel de Igor) y activar el botón Go.  
19. Revisar  rutinariamente  la  barra Z  pos en  Igor  (5)  y  la  ventana de  drift  (6).  Ambos  valores 
pueden corregirse desde el motor de WSxM o moviendo la posición del fotodiodo para volver a 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20. Si se pretende dejar un experimento de SMFS en modo automático durante un intervalo de 
tiempo  largo,  activar  el  botón  Autodetect  que  sólo  guardará  curvas  con  patrón  de  picos 
repetidos  (esto  evitará  la  saturación  de  memoria  en  el  ordenador  donde  se  guardan  los 
experimentos).  































4.  Duplicar  las  columnas  de  valores  sobre  las  que  se  quieren  hacer  los  histogramas 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Los  compuestos  químicos  se  mencionan  de  acuerdo  a  la  nomenclatura  IUPAC 











Drift:  deriva  sufrida  por  el  piezoeléctrico  por  inestabilidad  térmica  que  genera  un 
desplazamiento entre dos líneas consecutivas de la imagen escaneada, introduciendo artefactos 
en la topografía.  
Feedback:  circuito  de  retro‐alimentación  que  se  aplica  al  piezoeléctrico  del  AFM  para  que 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Tag:  etiqueta  química  existente  en  las  proteínas  para  su  purificación  o  detección  mediante 
sistemas de afinidad.  



























































































1.  Carrión‐Vázquez  M,  Oberhauser  AF,  Díez  H,  Hervás  R,  Oroz  J,  Fernández  J,  and 
Martínez‐Martín D (2006) Protein nanomechanics – As studied by AFM Single‐Molecule 
Force  Spectroscopy.  En:  Arrondo  J.L.R.,  and  Alonso  A.  (eds)  Advanced  Techniques  in 
Biophysics. Springer‐Verlag, Heidelberg, 163‐245.  
El objetivo de esta revisión es proporcionar a los lectores no especialistas una guía rápida para que pueda 
familiarizarse  con  los  temas  centrales  del  campo.  En  ella  se  discuten  los  principales  conceptos,  ideas, 
logros,  implicaciones biológicas y limitaciones de la técnica. Se hace especial énfasis en el análisis de las 
interacciones  intramoleculares de proteínas  y  también  se  indican  las  ventajas de  combinar esta  técnica 

















    150 
2.  Valbuena A, Oroz  J, Hervás  R,  Vera  AM,  Rodríguez D, Menéndez M,  Sulkowska  JI, 






Este  trabajo  revela  los módulos de cohesina  (que  forman parte de  las  scafoldinas) como  las estructuras 
mecánicamente más estables de proteínas con plegamiento nativo hasta la fecha. Además, se establece el 
“parche mecánico” como una motivo generalizado en proteínas mecánicas. Además, esta es una prueba 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Esta  revisión  introduce  los conceptos básicos de SMFS, haciendo especial énfasis en  los criterios que se 
han de seguir para identificar eventos monomoleculares de forma inequívoca. Se enfoca generalmente en 




















molécula  individual  basada  en  la  microscopía  de  fuerzas  atómicas  está  siendo  ampliamente 
utilizada para  investigar numerosos procesos celulares, como el plegamiento de proteínas o el 
funcionamiento  interno  de  proteínas  mecánicas.  Sin  embargo,  este  tipo  de  estudios  están 
limitados  por  una  serie  de  problemas  técnicos.  Entre  ellos,  podemos mencionar  el  ruido  en  la 
zona proximal del espectro  fuerza‐extensión,  la dificultad de  identificar verdaderos eventos de 
molécula individual, así como varios problemas a la hora de preparar una muestra pura y de alta 
calidad para llevar a cabo tales experimentos. Con el fin de solventar estas limitaciones, hemos 
diseñado  una  familia  de  vectores  de  clonaje/expresión,  la  familia  pFS  (plasmid  for  Force 
Spectroscopy), que presentan una serie de ventajas que hacen de él un sistema versátil y robusto 
que  permite  el  análisis  inequívoco  de  proteínas  que  presentan  baja  estabilidad mecánica  y/o 
complejos  espectros de  fuerza/extensión. Un ejemplo  característico  es  el  caso de un grupo de 
proteínas  con  importantes  implicaciones  tanto  biológicas  como  clínicas.  Estas  proteínas  son 
conocidas  como proteínas  intrínsicamente  desordenadas,  que  dada  su  tendida  a  agregar,  son 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Las enfermedades neurodegenerativas actualmente  constituyen uno de  los problemas  sociales 
más importantes a nivel de salud. Generalmente, son causados por proteínas específicas, total o 
parcialmente desordenadas.  Sin embargo,  el mecanismo molecular que  subyace a  todas estas 
enfermedades  no  se  conoce.  Según  una  de  las  hipótesis  más  aceptadas,  un  cambio 
conformacional crítico en el monómero de estas proteínas neurotóxicas desencadena la cascada 
patogénica.  Aquí,  usamos  la  espectroscopía  de  fuerzas  y  una  novedosa  metodología  para 
identificar  de  manera  inequívoca  eventos  de  molécula  individual,  para  demostrar  el  rico 
polimorfismo  conformacional  presente  en  los  monómeros  de  cuatro  proteínas  neurotóxicas 
representativas.  Este  polimorfismo  correlaciona  con amiloidosis  y  neurotoxicidad de  tal  forma 
que  está  ausente  en  un  mutante  que  no  presenta  capacidad  de  fibrilar,  está  favorecido  por 
formas  familiares  de  enfermedad  y  disminuído  por  un  inhibidor  promiscuo  del  cambio 
conformacional  crítico,  neurotoxicidad  y  neurodegeneración  in  vivo.  Además,  postulamos  que 
confórmeros  mecanoestables  específicos  pueden  estar  relacionados  con  el  inicio  de  la 
enfermedad,  siendo  por  tanto  interesantes  dianas  terapéuticas  y  de  diagnóstico  precoz.  La 
demostrada capacidad para inhibir la heterogeneidad conformacional de esas proteínas por un 
único  agente  farmacológico  revela  características  comunes  a  nivel  de  monómero  en  las 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Mediante  métodos  computacionales  se  ha  predicho  que  las  proteínas  intrínsicamente 
desordenadas  representan  alrededor  de  un  tercio  total  del  proteoma  eucariota.  El  conjunto 
dinámico de conformaciones mostrado por esta clase de proteínas se ha presentado difícilmente 
accesible para  técnicas biofísicas poblacionales.  Sin  embargo,  las  técnicas de manipulación de 
moléculas  individuales  han  emergido  como  una  herramienta  útil  para  su  estudio.  Dentro  de 
ellas,  la  espectroscopía  de  fuerzas  basada  en  el  microscopio  de  fuerzas  atómicas  presenta 
peculiaridades que la convierten en una importante metodología para analizar las propiedades 
biofísicas  de  las  proteínas  nativamente  desestructuradas.  Sin  embargo,  varios  inconvenientes 
inherentes  a  esta  técnica  pueden  complicar  dicho  análisis.  Para  solventar  estos  problemas, 
hemos  desarrollado  una  estrategia  basada  en  ingeniería  de  proteínas  que  nos  permite  su 
análisis inequívoco. A continuación, se describe un protocolo paso a paso sencillo para realizar el 
análisis  de  nanomecánico  de  proteínas  intrínsicamente  desordenadas  mediante  esta  nueva 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